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L’intérét capital que présente la sérologie pour le diagnostic et 
les recherches épidémiologiques concernant la poliomyélite a été 
pleinement confirmé dans ces derniéres années. Des réactions 
actuellement bien au point, fixation du complément (Maurin et 
coll. {6}, Virat [9]), séroneutralisation (Lépine et coll. [4]), per- 
mettent de déceler les anticorps spécifiques pour chacun des trois 
types. Mais quelles que soient leurs qualités, la pratique courante 
de ces réactions ne diminue en rien l’importance de |’isolement 
du virus, qui confirme et compléte, parfois méme corrige, les 
résultats obtenus par la sérologie. 

En ce qui concerne les entérovirus autres que le virus polio- 
myélitique, la sérologie en est plus difficile, en raison du grand 
nombre de types antigéniques, qui approche de la trentaine pour 
chacun des deux grands groupes de virus Coxsackie et ECHO. 
L’isolement du virus se révéle alors le moyen diagnostique le 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
Annales de l'Institut Pasteur, 404, n° 5, 1961. 41 
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plus commode, permettant entre autres l’orientation vers un type 
déterminé des recherches sérologiques. 

La présente communication concerne les isolements d’entéro- 
virus réalisés dans le Service des Virus au cours des années 1959 
et 1960, par la méthode des cultures cellulaires, 4 partir de pré- 
levements humains. 


TECHNIQUE 


Nous avons utilisé sensiblement la méme technique que les 
années précédentes (Maurin et coll. [7]). Cependant, deux modifi- 
cations ont été apportées, la premiére concernant les milieux uti- 
lisés pour les cultures cellulaires, la deuxiéme la méthode d’ino- 
culation des cellules avec les extraits de matiéres fécales. 


1°. MivieEuX DE CULTURE. 


Des travaux exécutés dans notre laboratoire, en particulier par 
Gamba [2], ont montré que le milieu a l’hydrolysat de caséine de 
P. Lépine et collaborateurs [5], qui avait été congu a l’origine 
pour la culture des cellules de souche, convenait également bien 
aux cellules de premiére explantation, cellules de rein de singe 
en particulier, & condition de le diluer de moitié dans une solu- 
tion physiologique équilibrée ; on obtenait alors un rendement 
excellent pour la culture du virus poliomyélitique. En consé- 
quence, nous avons, pour nos travaux de routine, substitué ce 
milieu a celui que nous utilisions auparavant, le « Parker » ou 
« Connaught 199 ». Pour la mise en culture de cellules, nous avons 


done la formule suivante : , 
Milieu 4 Vhydrolysat de caséine )} = 
Liquide de Hanks eae 
Sérum de poulain ou de veau .......... 3 p. 100 


Nous utilisons indifféremment le sérum de poulain ou le sérum 
de veau, ce dernier ayant l’avantage de permettre une croissance 
cellulaire plus rapide (quatre 4 cing jours au lieu de 6 4a 7). Le 
sérum doit étre frais, ou conservé congelé jusqu’au moment de 
la préparation du milieu. 

Pour le renouvellement des cellules avant l’inoculation, c’est 
le méme milieu qui est utilisé, mais sans sérum, ce qui permet la 
survie des cellules de rein de singe dans les meilleures condi- 
tions. 

Bien entendu, nos milieux sont additionnés d’antibiotiques : 


Penieiline!..caee 200, U..0% La 
Streptomycine 50 pg par mi de mulieu 
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Nous y adjoignons de la mycostatine (100 U/ml) pour le milieu 
de renouvellement, en raison de la possibilité de contamination 
fongique des prélévements. 


2° MsTHODE D’ INOCULATION. 


Différents procédés ont été comparés pour l’inoculation des 
cellules de rein de singe avec les extraits de matiéres fécales 
(opération dite premier passage). Il s’agissait de déterminer le 
procédé le plus efficace, compte tenu du pouvoir cytotoxique que 
présentent certains extraits, en évitant autant que possible de 
compliquer inutilement les manipulations. Au terme de ces expé- 
riences, qui ne sont pas encore publiées, nous avons opté pour 
la méthode suivante, extrémement simple. 

Deux tubes de cellules de rein de singe sont renouvelés avec du 
milieu sans sérum ; aprés quoi on introduit dans chacun d’eux 
0,3 ml d’extrait, puis les tubes sont bouchés et mis a |’étuve a 87°. 

La technique est donc exactement la méme que pour les autres 
préléevements (pharyngés, de L.'C.-R., etc.). Le fait de laisser a 
demeure l’extrait au contact des cellules ne nuit pratiquement pas 
a la sensibilité de la méthode, l’effet cytotoxique, lorsqu’il existe, 
disparaissant toujours au deuxiéme passage. En revanche, on 
peut ainsi déceler des quantités plus faibles de virus et la sensi- 
bilité de la méthode est finalement accrue. 

D’autre part, pour tous les prélévements autres que les extraits 
de matiéres fécales, nous utilisons maintenant systématiquement 
deux systémes cellulaires : les reins de singe et les cellules de 
souche KB. Ces derniéres sont cultivées en tubes dans du milieu 
a Vhydrolysat de caséine (non dilué) avec 10 p. 100 de sérum de 
poulain ou de veau, et renouvelées avant l’inoculation avec du 
milieu a 3 p. 100 de sérum seulement. 


RESULTATS 


Le tableau I donne les résultats généraux pour les années 1959 
et 1960. 

Le pourcentage général de positivité (c’est-a-dire le pourcen- 
tage des cas ow l’on a trouvé au moins un résultat positif par 
malade) est de 22,5 p. 100 en 1959 et 26,6 p. 100 en 1960. 

Nous rappelons a ce sujet que nous tentons toujours |’isolement, 
quelque défecteuses que puissent étre parfois les conditions dans 
lesquelles les prélévements nous parviennent (prélévements trop 
tardifs, mal acheminés, etc.). 

Les différents prélévements proviennent tous de France. Nous 
n’avons pas fait figurer ici les quelques essais d’isolement que 
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Tasteau I. — Résultats généraux. 
Bes 
So z. ESU TIFS 
g 2 ig a a Ep RESULTATS POSIT 
SKS | 53'S | B32 | polio | Polio| Polio | Butéro- 
Bow) Zig | 8A 1 ion ir | Virus non 
cola SU a polio 
2) 
| 
Année 1959 ...| 1752 1682 1360 MST | 25 153 83 
Année 1960 ...| 1949 1740 1405 | 252 31 33 228 


nous avons tentés a partir de prélévements provenant d’Outre- 
Mer. Les résultats positifs correspondants ont été joints a la 
liste des souches déterminées (V. plus loin). 

La répartition des prélévements est indiquée sur le tableau II. 


Tasresau II 


gi = 
» n n no 
Roe | Bog a2 ges 
gEge Mag as Ree 
NATURE DES ROE Soc ao Positirs | £6 & 
PRELEVEMENTS So 8 6 9's a2 polio eux 
ODO a Ho BR ae = 
Z 5 50 4 oO 
eC 
Année 1959 
Selles ea venti hoctee [ne Sug: I 446 ai2s 305 80 
Dn Rh. cysts ahebete es 146 146 146 fo) ° 
Prél. pharyngé .... 54 51 50 4 3 
SAE Seen enca Se 12 12 12 o o 
BULDAV.ELS Bey eyeney ay steve, sich 27 27 27 fe) fo) 
Année 1960 
Ellesmere were sie I 641 I 448 I 102 315 224 
TC Re Se ornate cts 183 172 181 fo) 2 
Prél. pharyngé .... 100 95 97 I 2 
Sanger) Graal ointre 2 2 2 fo) ° 
DIV ELS ects Seusktciers 23 23 23 fo) ° 
————— | 


Plusieurs prélévements étant effectués parfois chez un méme sujet, 
nous indiquons pour chaque catégorie le nombre correspondant 
de malades. 

On notera qu’en 1960, 2 souches ont été isolées a partir de 
liquides céphalo-rachidiens : il s’agissait de deux jumeaux atteints 
de myocardite, chez lesquels un virus Coxackie B38 a été trouvé 
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dans les selles et le L. C.-R. Ce cas a fait par ailleurs l’objet 
d’une publication (Carré et coll. [4)). 
Tous les autres prélévements de L. C.-R. sont restés négatifs. 


VIRUS POLIOMYELITIOQUES. 


Les 309 prélevements positifs en 1959 correspondent 4 297 sou- 
ches et les 316 positifs en 1960 correspondent 4 273 souches. 
Ces souches se répartissent suivant les types comme il est indiqué 
au tableau III. Alors que le type I était resté le plus fréquent les 
années précédentes [3, 6], en 1959, c’est le type II qui prédo- 
mine (50,5 p. 100). Mais en 1960, le type I prend de nouveau la 


1958 1959 /960 


—-—f—-— hype | 
Ser A « I 124 


nombre d’isolements réalisés 


yer e@me ame qme yer ame ame qme 
: trimestres 


Fre. 1. 


téte, avec 76,9 p. 100. Il nous a paru intéressant de reprendre sous 
forme d’un graphique trimestriel l’ensemble des souches isolées 
dans le Service au cours des quatre derniéres années (fig. 1). 
On y voit nettement dans |’ensemble une pointe au troisiéme tri- 
mestre, particuliérement aigué en 1957. Dans Vannée 1959, le 
maximum d’isolements correspond toujours au troisiéme trimestre 
(124 souches), mais le quatriéme trimestre le suit de prés avec 
110 souches. Le type I ne prédomine qu’au troisiéme trimestre, 
ailleurs c’est le type III qui est le plus fréquent. 


Le graphique de l’année 1960 a un aspect différent : la pointe 
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Tasteav Ill. — Répartition des souches de virus poliomyélitiques 


suivant le type. 


Année 1959: 
de sou- 


Nombre 
ches isolées 


Année 1960 : 


Nombre de _ sou- 
ches isolées 


Pourcentage =... . 


TYPE I TYPE I TYPE UI TOTAL 

I25 22 150 207 
42,1 734 5935 100 

210 30 33 272 
76,9 II,0 {25% I00o 


est décalée vers la fin de l’année, mais le type I prédomine net- 


tement partout. 


Nous donnons enfin, comme d’habitude, la répartition suivant 
le syndrome clinique (tableau IV). Malgré la réduction de fré- 
quence du type I, le pourcentage de formes paralytiques est, en 


Tasrzeau IVY. — Virus poliomyélitique: répartition suivant le 
syndrome clinique. 
=e 
Tver 1 | Type 1|TypE m| Tovar | POURCENT. 
total 
Année 1959 

Syndromes paralytiques| 78 14 00 192 64,7 
Syndromes méningés . 32 3 31 66 22,2 

Syndromes méningo-en- 
céphalitiques (5 3... 3 i I 5 Bey 
Syndromes fébriles.... 9 3 7 19 6,4 
CONERCES Sew -leleieieies cies 3 fo) 6 9 3,0 
(Sans renseignements) . fo) I 5 6 250 

Année 1960 

Syndromes paralytiques| 104 IQ 17 I40 51,5 
Syndromes méningés .. 42 9 13 64 2an5 

Syndromes méningo-en- 
céphalitiques ....... 6 ° I 7, 2,6 
Syndromes fébriles.... 8 ° 2 9* Bes 
CONntaACtS (eres ete 47 I fo) 48 17,6 
(Sans renseignements) . 3 I fo) 4 I55 


* T’un des malades était porteur de deux souches (I + III). 
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1959, un peu plus élevé que d’habitude (prés de 65 p. 100). L’ana- 
lyse détaillée ne montre d’ailleurs pas de différence significative, 
suivant le type, dans la répartition par syndrome clinique. 

Dans un cas de syndrome fébrile, en 1960, nous avons isolé 
chez le méme malade une souche de type I et une souche du 
type III. Il s’agissait d’un enfant de 7 ans. 


DETERMINATION DE SOUCHES. 


Nous avons recu, par ailleurs, un certain nombre de souches 
d’entérovirus pour détermination. Ces souches provenaient soit de 
France, soit des territoires d’Outre-Mer (Afrique) et de |’Etranger 
(Gréce, Espagne). Nous avons joint dans le tableau V les résultats 
de ces déterminations a ceux des isolements réalisés en 1959 et 
1960 a partir de matiéres fécales regues d’Outre-Mer. 


Tasteau V. — Détermination de souches. 
ISOLEMENTS : 
H : a partir de | Por10] Porro | Porro | ENTERO- 
| SOUCHES RECUES. prélévements I Tali TL VS eee 
d’Outre-Mer pene 
| 
Année 1959 : 
PEACE I LOT Ti ciincureie ou: I5 13 14 25 
Outre-Mer, étranger : 25) 17 Ze 5 6 8 
Année 1960 : 
JasqiscYocie BULORR Wn nara oe 23 8 IL 78 
| Outre-Mer, étranger : 32! 2 IO 2 6 16 


ENTEROVIRUS NON POLIOMYELITIQUES. 


Comme le tableau VI le met en évidence, le nombre des enté- 
rovirus non poliomyélitiques isolés dans le laboratoire est en 
augmentation considérable, surtout en 1960. La détermination de 


Tasreau VI. — Entérovirus non poliomyélitiques. 
NOMBRE TOTAL NOMBRE SOUCHES REGUSE| TOTAL 
d’isolements correspondant pour des 
positifs de souches détermination | souches 
Année 1959. 83 81 31 112 
Année 1960. 228 206 94 300 
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ces virus, étant donné la multiplicité des types Coxsackie et 
ECHO, constitue un assez gros travail. O’est pourquoi nous 
n’avons procédé au typage des virus ECHO que dans des cas 
particuligrement intéressants, soit du point de vue clinique, soit 


Tasteau VII. — Répartition des types de Coxsackie. 


= 
Br| B2| B3| B4| B5|Ag| A23 MELANGES TOTAL 
Br + B4 
Année 1959..| 3 TPO se TON! 9 4 at ECHO 38 
A+ ECHO 
, B4 + polio I 
Année 1960..| 6 | 14 }-5 Fi) 65) 1349 Zz B4 + Réovi- 58 
rus 


du point de vue épidémiologique. Ceci explique le trés faible 
nombre de virus ECHO identifiés en 1959 (tableau VIII). En 
1960, ce nombre est plus élevé, car nous avons eu affaire plusieurs 


Tasteau VII]. — Répartition des types ECHO. 


| ) i} 
Ee 2 al eS Tia A a Rast oad 12|13|1 bari 18 | 19 | ToTAL 
4 
| paerd | | i | 
i are al | 
Année 1959. I REND 2 Pry ee 3 
Année 1960.| 2 | I | 1 | 4 6 2} 3] |x8| x Pate on 49 
| | | | | 


fois a de petites épidémies, au cours desquelles d’ailleurs, en 
général, plusieurs types de virus ECHO ont été trouvés. Sous la 
rubrique « ECHO probables » qui apparait dans le tableau IX, 


Tasteau IX. — Entérovirus non poliomyélitiques : tableau récapitulatif. 


| g 

u od 

S ae EcHo . 

g : 5 probables | REOVIRUS| EN cours) ToTaL 

) Ba 

Vv uo} 
Année 1959. 38 3 71 fo) fo) 112 
Année 1960. 58 49 76 6 IIl 300 
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nous faisons entrer les virus qui n’ont été neutralisés par aucun 
sérum anti-Coxsackie B, A9 ou A238 et qui n’ont déterminé aucune 
infection chez le souriceau nouveau-né. 


Le tableau VII montre que six fois nous avons isolé des mélanges 
de virus. Les mélanges Coxsackie A + virus ECHO ont été disso- 
ciés par le passage sur le souriceau nouveau-né. Le mélange Cox- 
sackie A + Coxsackie B a été reconnu d’aprés les lésions his- 
tologiques mises en évidence sur les coupes et qui étaient, aprés 
plusieurs passages successifs, soit du type A, soit du type B. 
Trés peu de types de Coxsackie A sont cytopathogénes en cul- 
ture de tissu ; c’est pourquoi nous n’avons pas effectué le typage 
des souches que nous avons isolées. 


D’autre part, nous avons reconnu en 1960 un certain nombre 
de souches de Réovirus. On sait qu’il s’agit la de l’ancien 
ECHO 10, pour lequel un groupe spécial a été créé (Sabin [8]) 
en raison de ses propriétés particuliéres (effet cytopathogéne, 
taille, etc.) qui le différencient nettement des entérovirus. Cepen- 
dant, pour la commodité de notre exposé, nous l’avons inclus 
ici dans les entérovirus non poliomyélitiques. 


RESUME 


Le nombre d’essais d’isolement de virus entériques s’est élevé 
en 1959 a 1752 et en 1960 a 1949. 


VIRUS POLIOMYELITIOQUES. — En 1959: 297 souches, avec 
42,1 p. 100 de type I, 7,4 p. 100 de type II et. 50,5 p. 100 de 
type III. En 1960: 273 souches avec 76,9 p. 100 de type I, 
110 p- 100 de type Il et 12,1 p. 100 de type III. 


ENTEROVIRUS NON POLIOMYELITIOUES. — 112 souches ont été étu- 
diées en 1959 (isolées ou déterminées), dont 88 Coxsackie et 
74 ECHO. En 1960, 300 souches ont été étudiées ou sont en cours 
d’étude. Ont déja été déterminées : 58 Coxsackie, 49 ECHO et 
6 Réovirus. 

Deux souches de virus Coxsackie B3 ont été isolées a partir 
de L. C.-R. 

SUMMARY 


STUDIES IN CELL CULTURES OF HUMAN ENTEROVIRUSES 
ISOLATED IN 1959 anp 1960. 


In 1959, the authors carried out 1752 attempts at isolation of 
enteroviruses, and 1949 in 1960. 


Polioviruses. — In 1959, 297 strains were isolated : type I : 
42,1 p. 100; type II : 7,4 p. 100; type III : 50,5 p. 100. In 
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1960, 273 strains were isolated : type I : 76,9 p. 100; type II : 
11 p. 100; type III : 12,1 p. 100. 


Non-POLIO-ENTEROVIRUSES. — In 1959, 112 strains were studied 
(isolated or identified) : 88 Coxsackie, 74 ECHO. In 1960, 300 
strains were studied or are still under study : 58 Coxsackie, 
49 ECHO and 6 Reoviruses have already been identified. 

Two strains of Coxsackie B3 were isolated from cerebrospinal 
fluid. 
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ETUDE DE LA DIFFUSION EN GELOSE 
D’ANTIGENES DE LA RAGE FIXE 
OBTENUS SUR CULTURE DE TISSUS 


par Nicole GRASSET (*) et Pascu ATANASIU (**) 
(avec la collaboration technique de M"* S§. FAVRE) 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ P. Léprng].) 


Des travaux consacrés a l'étude de l’antigéne soluble rabique, 
passés en revue par Villemot et Provost {9} (1), ont permis de 
mettre en lumiére plusieurs propriétés de celui-ci ; néanmoins, 
la réelle sigmfication, l’origine et le mode de formation ainsi que 
le rdle que jouerait cet antigéne dans l’immunisation, n’ont pas 
été encore élucidés. Le matériel de base utilisé jusqu’alors a 
été le tissu cérébral provenant d’animaux infectés par le virus 
de la rage ; il nous a paru intéressant de nous servir, pour notre 
étude, de préparations de virus rabique obtenues sur culture de 
tissus en vue de rechercher les réactions de précipitation spéci- 
fiques en milieu gélifié. 

Pour cette étude immunologique nous avons appliqué, avec 
certaines modifications, la technique de microprécipitation sur 
lame (Scheidegger [6]), que E. Grasset et ses collaborateurs avaient 
adaptée a l'étude des virus poliomyélitiques [4]. 

Nous avons également utilisé cette technique pour une étude 
paralléle portant sur une centaine de cerveaux de souris, lapins 
et hamsters, infectés dans notre laboratoire. Les résultats obtenus 
avec ces préparations de tissu cérébral rabique feront l’objet 
d’une publication ultérieure. 


(*) Cette étude fait partie des travaux effectués grace aux dons du 
Fonds National Suisse pour la recherche Scientifique et du National 


Foundation. 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
(1) Nous saluons avec émotion la mémoire de notre collégue J. M. 
Villemot tragiquement disparu en mai 1961. 
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MATERIEL ET METHODE 


Anticknes. — Des cultures de cellules tumorales épendymaires de 
souris (Ep.O), sensibles aux virus fixe et des rues [4, 2, 3], sont infectées 
avec trois souches différentes de virus de rage fixe, la souche Pasteur 
au deux mille quatriéme passage (R. Béquignon), la souche C. V. 5S. 
N. I.H. (G. Hottle), et une souche C. VY. S. (K. Habel) que nous entre- 
tenons dans notre Jlaboratoire. 

Le milieu de culture consiste en 95 p. 100 d’une solution d’hydrolysat 
de caséine tamponnée au moyen de NaHCO, et additionnée de 5 p. 100 
de sérum de poulain. Le milieu est changé tous les trois 4 cing jours 
et la veille de la récolte cellulaire (six A trente-quatre jours aprés 
inoculation suivant l’expérience), le surnageant est rejeté et un tiers 
environ du volume habituel de milieu est congelé 4 — 40° C et décongelé 
quatre fois de suite. Par une centrifugation & 2000 t/mn pendant 
dix minutes, les débris cellulaires sont séparés du surnageant ; celui-ci 
est alors centrifugé dans une ultracentrifugeuse Spinco L (rotor 40) 
4 39000 t/mn pendant soixante minutes. Les culots sont remis en 
suspension dans de l’eau bidistillée par pipetage violent, la concen- 
tration théorique étant finalement d’environ cent fois. 

Les antigémes témoins-culture de tissus ont été préparés de facon 
similaire, les cellules épendymaires n’ayant pas été préalablement 
infectées. 


Anticorps. — Nous avons utilisé un sérum antirabique brut de 
cheval hyperimmunisé selon la méthode de 1]’Institut Pasteur (Lépine 
et Atanasiu [5]). Un sérum normal de cheval non immunisé a servi 
comme témoin. 


TECHNIQUE DE LA MICROPRECIPITATION SUR LAME. — Des James porte- 
objets sont préparées selon la technique décrite en détail par Grasset et 
coll. [4]. En bref, des lames sont recouvertes d’une solution de 
gélose 4 1 p. 100, tamponnée au véronal avec calcium et magnésium et 
des cupules sont creusées 4 l’emporte-piéce au moyen d’un appareil 
spécial, une distance de 5 mm les séparant. Ces cupules, contenant 
un volume d’environ 0,004 cm’, sont remplies avec les différents réac- 
tifs. Les préparations sont laissées 4 la température du_ laboratoire 
dans un récipient étanche et saturé en vapeur d’eau. Les lames sont 
séchées quarante-huit a soixante-douze heures aprés, puis colorées 
avec une solution de noir amide, d’autres sont colorées par la Pyronine Y 
d’aprés la technique de Brachet adaptée en gélose (Uriel [7]). 


RESULTATS 


Comme les résultats que nous exposons ici ne se référent qu’Aa 
10 expériences, nous interpréterons ceux-ci avec prudence tout 
en évoquant les différents facteurs, qui, d’aprés nos observations, 
semblent influencer la formation et la mise en évidence des anti- 
génes précipitants. 
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Nos expériences ont démontré que le matériel rabique résul- 
tant de lultracentrifugation du liquide surnageant de cellules infec- 
tées, mis en présence du sérum antirabique, provoque deux lignes 
de précipitation bien distinctes (pl., fig. 1). L’une de ces lignes, 
visible & l’ceil nu aprés douze a dix-huit heures, est épaisse et 
se situe prés de la cupule contenant l’antigéne. L’autre ligne, 
beaucoup plus fine, se trouve a environ mi-chemin des réservoirs 
d’antigéne et de sérum : elle n’est révélée qu’aprés coloration de 
la lame avec le noir amide. Pour la commodité de l’exposé, nous 
désignerons ces lignes sous le nom de « majeure » et « mineure », 
la ligne majeure étant la plus épaisse et la plus éloignée de la 
cupule contenant le sérum. Aucune ligne de précipitation n’est 
constatée entre la cupule contenant l’antigéne rabique et le sérum 
de poulain normal ; l’antigéne témoin-culture de tissu ne réagit 
ni avec le sérum immun ni avec le sérum normal (pl., fig. 2). 

Nous n’avons pas observé de différence d’une souche a l’autre ; 
dans les conditions optima, les trois souches utilisées donnent une 
image immunologique semblable, provoquant les deux lignes de 
précipitation aux caractéres décrits ci-dessus. 


Nous avons tout d’abord fait une étude de la souche Pasteur 
(voir tableau I). Au premier passage effectué sur cellules Ep.O, 
un lot de cellules a été récolté douze jours aprés inoculation. Le 
culot du liquide surnageant ultracentrifugé (CSUC) de ces cel- 
lules ne nous a donné qu’un faible résultat. ‘La ligne mineure n’est 
pas apparente et la ligne majeure, qui n’est révélée qu’aprés 
coloration, est accolée au réservoir contenant l’antigéne. 


Avec un deuxiéme lot de cellules du premier passage, récoltées 
au vingt-cinquiéme jour de l’infection, le CSUC ne provoque tou- 
jours pas de ligne mineure, mais la ligne majeure, nettement 
visible avant la coloration, est épaisse et située hors du halo du 
réservoir d’antigéne. Pour cette expérience, nous avons conservé 
le culot de débris cellulaires aprés la premiére centrifugation a 
2 000 t/mn, les cellules infectées ayant été, comme nous l’avons 
dit précédemment, préalablement congelées et décongelées quatre 
fois de suite, en présence du surnageant. Ce culot cellulaire (CC) 
mis en présence du sérum immun provoque la ligne mineure. 
Les débris de cellules Ep.O, non infectées et récoltées dans des 
conditions semblables, ne provoquent la formation d’aucun pré- 
cipitat. 

Les CSUC des deuxiéme et troisiéme passages de la souche 
Pasteur, provenant de cellules recueillies respectivement au vingt 
et uniéme et dix-neuviéme jour aprés leur infection provoquent 
lun et l’autre les deux lignes de précipitation ; mais le CSUC 
provenant de cellules du troisiéme passage récoltées au sixiéme 
jour donne un résultat négatif. 
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TasLeAu I. 


Surnageont ultracentrifugé| Culot cellulaire 


Pasteur i2e Q négotif 
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SR : Sérum antirabique ; SN: Sérum normal ; ANT : Antigéne rabique ; a : Ligne 
de précipitation « majeure » ; b : Ligne de précipitation « mineure ». 


Nous voyons done que, si nous tenons uniquement compte du 
temps d’infection, la récolte au sixiéme jour n’a mis en évidence 
aucun précipitat, celle du douziéme jour qu’une faible précipi- 
tation, tandis que les cellules infectées pendant dix-neuf, vingt 
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et un et vingt-cinq jours respectivement ont donné des résultats 
positifs. Si nous comparons les lignes le précipitation observées 
avec cette souche en suivant leur évolution d’un passage a |’autre, 
nous constatons qu’au premier passage, d’abord une seule ligne, 
la majeure, de faible importance, est visible ; avec la deuxiéme 
récolte plus tardive, nous obtenons d’une part la ligne majeure, 
épaissie, provoquée par le CSUC, et, d’autre part, la ligne 
mineure révélée par le CC. Aux deuxiéme et troisiéme passages, 
nous obtenons finalement deux lignes bien distinctes, toutes deux 
mises en évidence par le CSUC. 


A noter que les surnageants utilisés dans ces cing expériences, 
recueillis aprés la premiére centrifugation 4 2000 t/mn et ino- 
culés non dilués a des souris, ont tous causé la mort de celles-ci. 
Le titre de l’avant-dernier surnageant, provenant du troisiéme pas- 
sage et récolté au quinziéme jour, était de 10‘. 

Nous n’avons qu’une seule expérience avec la souche C. V. S. 
N. I. H. (Voir tableau I). Des cellules provenant d’un deuxiéme 
passage de cette souche ont été récoltées le vingtiéme jour de 
Vinfection et le CSUC a révélé les lignes majeures et mineures. 


Nous avons ensuite étudié la récolte des cellules du treiziéme 
passage de notre souche de laboratoire C. V. S. (Voir tableau II). 


TasBLeau II. 


Jour Cellules lavées, congelées et décongelées 
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Cette souche avait été passée douze fois sur cellules Ep.O, mais 
un an s’était écoulé entre le douziéme et le treiziéme passage. 
Au quatorziéme jour aprés inoculation, le surnageant a été retire, 
les cellules ont été lavées 4 deux reprises avec de ]’eau physio- 
logique. Voulant un matériel cellulaire concentré, nous n’avons 
introduit ensuite qu’un trés faible volume d’eau distillée avant 
d’effectuer les quatre congélations et décongélations successives. 
Mis en présence du sérum immun, ce matériel, représentant les 
débris cellulaires contenus dans un volume minimum de liquide, 
ne révéle aucun précipitat. Le titre du dernier surnageant était 
faible, moins de 10°, et bien que les cellules fixées sur lamelles 
montrassent des inclusions spécifiques, celles- ci étaient peu 
nombreuses. 


Les cellules des quatorziéme et quinziéme passages de cette 
souche ont ensuite été recueillies, pour chacune de ces expé- 
riences, au trente-quatriéme jour de l’infection. Le CSUC du 
quatorziéme passage montre que l’une de ces lignes, la majeure, 
qui est de faible importance, est accolée au réservoir d’antigéne, 
tandis que le CSUC du quinziéme passage nous donne une belle 
ligne majeure mais aucune trace de la ligne mineure. Nous avons 
refait l’expérience avec ces deux antigénes, mais en agrandissant 
une des cupules destinées a contenir le sérum afin qu’elle puisse 
contenir un volume quatre fois plus grand que celui de la cupule 
destinée a recevoir l’antigéne. Dans ces conditions, bien que le 
CSUC du quatorziéme passage donne exactement le méme résultat 
qu’auparavant, le CSUC du quinziéme passage provoque non seu- 
lement la ligne majeure, comme dans |’expérience antérieure, 
mais aussi la ligne mineure. La coloration de ces lames 4a la 
Pyronine Y n’a révélé aucune ligne spécifique. Les CC provenant 
de ces deux passages, mis en regard d’un volume égal ou qua- 
druplé de sérum immun, n’ont provoqué aucun précipitat. I] en 
a été de méme pour les antigénes témoins-culture de tissus. Pour 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic 1. — La ligne « majeure », la plus épaisse, se distingue prés de la cupule cen- 

trale contenant l’antigéne rabique. La ligne mineure, plus mince, est & mi-chemin 

entre la cupule centrale et les trois cupules supérieures contenant le sérum anti- 

rabique. II] n’y a pas de ligne visible entre la cupule centrale et les trois cupules 
inférieures contenant le sérum normal de poulain (x 4). 


Fic. 2. — Pas de lignes visibles entre la cupule centrale contenant lantigéne 

témoin-culture de tissus et les trois cupules supérieures contenant le sérum anti- 

rabique. Il en est de méme entre la cupule centrale et Jes trois cupules inférieures 
contenant le sérum normal de poulain (x 4). 
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cette expérience, le facteur « temps » ne peut étre invoqué pour 
expliquer les résultats différents que nous observons, puisque 
les cellules infectées par le virus des deux passages avaient été 
récoltées au trente-quatriéme jour de l’infection. Le titre du sur- 
nageant, récolté au trente-deuxiéme jour, est 102° pour celui du 
quatorziéme passage et 10° pour celui du quinziéme passage ; 
les cellules fixées sur lamelle au trente-quatriéme jour ont montré 
un grand nombre d’inclusions aussi bien chez les cellules du 
quatorziéme passage que chez celles du quinziéme passage. 


Reprenant notre souche C. V. S., nous avons effectué un pre- 
mier passage de cette souche sur cellule Ep.O (Voir tableau III). 
Pour cette expérience nous avons mis en présence du sérum 
immun non seulement le CSUC et le CC provenant de cellules 
infectées depuis vingt-deux jours, mais nous avons voulu vérifier 
si le matériel contenant le surnageant et les cellules congelées 
et décongelées pouvait, tel quel, donner un résultat positif. L’avant- 
dernier surnageant, retiré le vingt et uniéme jour (surnageant 
ayant été en contact avec les cellules infectées du dix-huitiéme au 
vingt et uniéme, mais ayant un volume trois fois plus grand que 
le dernier surnageant du vingt-deuxiéme jour), a été ultracentrifugé 
et le culot résultant de cette manipulation a constitué notre qua- 
trieme antigéne a contrdler. 


Tasieau III. 


Avant dernier surnageant Dernier surnageant Dernier surnageant Culoticellulaire 
Souche |Possage|/du 18® au 21® jour. du 22¢ jour.+cellu- | du 22® jour. ‘ du 22¢ jour 
Ultracentrifugé les aprés congélation. Ultracentrifuge 


négotif 


i 7 négotif négotif 


Seul le CSUC du surnageant du vingt-deuxiéme jour donne 
un résultat positif ; mis en regard du sérum antirabique, il révéle 
la ligne majeure, ligne qui dans ce cas n’est pas aussi épaisse 
que dans certaines autres expériences, mais qui est néanmoins 
bien définie et suffisamment écartée du réservoir contenant l’anti- 
géne pour qu’elle ne soit pas confondue avec le halo. Le virus de 
ce passage avait un titre de 10° dans le surnageant du quatorziéme 
jour de infection, et les cellules montraient de nombreuses inclu- 
sions a la fixation au vingt-deuxiéme jour, jour de la derniére 


récolte. 
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DISCUSSION 


D’aprés nos expériences, la spécificité de la réaction semble 
évidente ; les deux lignes de précipitation obtenues avec les pré- 
parations de virus rabique sur culture de tissus traduisent l’exis- 
tence de deux fractions précipitables qui seraient semblables a 
celles démontrées au moyen du tissu cérébral rabique {8}. 

Il ressort de nos observations qu’une certaine concentration 
des antigénes solubles doit étre atteinte pour que ceux-ci soient 
mis en évidence ; d’autre part, une quantité appréciable d’anti- 
corps précipitants est indispensable dans certains cas pour per- 
mettre a la réaction de se produire, tout au moins pour |’antigéne 
révélé par la ligne « mineure », car dans une de nos expériences, 
nous avons da quadrupler le volume de sérum pour obtenir la 
réaction. 

Mise a part la concentration au moyen de manipulations tech- 
niques qu'il s’est avéré nécessaire de faire pour obtenir un résultat 
positif, il apparait qu’un certain laps de temps, d’au moins dix 
jours, s’écoule avant que soient synthétisés les antigénes préci- 
pitants en culture de tissus ou que la concentration de ceux-ci 
soit suffisamment élevée dans le surnageant pour provoquer un 
précipitat. 

Nos résultats ont été meilleurs avec la récolte des deuxiéme 
et troisiéme passages qu’avec la récolte du premier passage. 
Les facteurs « temps » et « passage » influencent-ils la formation 
et la concentration des antigénes solubles rabiques par le réle 
qu’ils jouent dans |’élévation du titre viral, ou un autre phéno- 
méne biologique intervient-il dans l’adaptation et la multiplication 
intracellulaire du virus ? I] serait important de savoir si ces deux 
fractions antigéniques représentent des constituants éssentiels de 
la particule virale infectante ou si elles sont des sous-produits 
cellulaires élaborés pendant la synthése du virus. 


RESUME 


Avec des préparations de trois souches de virus rabique obte- 
nues sur culture de tissus, deux antigénes solubles du virus ont 
été mis en évidence par la microprécipitation en milieu gélifié. 
Cette méthode s’est montrée en général sensible pour des titres 
infectieux assez bas. L’apparition des lignes de précipitation 
est toujours associée a la présence d’inclusions oxyphiles intra- 
cytoplasmiques. Il est permis de croire que la méthode sera 


appelée a étre utilisée comme technique d’identification du virus 
rabique. 
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SUMMARY 


DIFFUSION IN AGAR OF FIXED RABIES VIRUS ANTIGENS 
OBTAINED IN TISSUE CULTURES. 


In three strains of rabies virus obtained in tissue cultures, two 
precipitation lines were demonstrated in agar by means of a micro- 
precipitation technique. 

In most cases the method proved to the sensitive for quite low 
infectious titers. 

The precipitin reaction was always associated with the pre- 
sence of intracytoplasmic oxyphilic inclusion bodies. 

The technique offers the possibility of being used as an identi- 
fication method of rabies virus. 
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ROLE DU CALCIUM A DIFFERENTES ETAPES 
DU CYCLE DE REPRODUCTION DU PHAGE H-Sh 
CHEZ SHIGELLA FLEXNERI F6S 


par M™e M. P. BEUMER-JOCHMANS (*). 


(Institut Pasteur du Brabant, Bruzelles) 


INTRODUCTION 


Le phage H-ShPB(Ca) que nous désignerons désormais par 
H-Sh, exige pour la fixation sur les germes sensibles et pour 
injection du matériel infectant dans l’héte, des conditions catio- 
niques définies, qui sont différentes suivant que la souche sen- 
sible se trouve sous la forme R ou la forme S (Beumer et coll. 
[5], Dirkx et coll. (8]). La fixation sur les bactéries S s’effectue 
seulement dans des milieux de concentrations cationiques élevées, 
et elle n’est suivie de injection compléte du matériel infectant 
que si le milieu contient une petite quantité de calcium, inférieure 
a celle nécessaire a la fixation lorsque ce cation est émployé seul 
(Beumer-Jochmans et coll. [6]). Le retard ou l’absence d’injection 
du matériel infectant dans la bactérie S en milieu non calcique se 
traduit par la sensibilité persistante des complexes a l’action du 
sérum antiphage et a l’agitation au waring blendor. 


Par ailleurs, nous avons observé la multiplication de H-Sh en 
milieu oxalaté aux dépens de bactéries S$, notamment Shigella 
flexneri F6S (Beumer et coll. [4)). 


Ces observations, apparemment contradictoires, nous ont inci- 
tée a étudier la multiplication de H-Sh sur Shigella flexneri F6S, 
en milieu oxalaté et en milieu calcique et a chercher a préciser 
le rdle du calcium aux différentes étapes du cycle de reproduc- 
tion de H-Sh chez F6S. 


(*) Manuscrit recu le 7 juin 1961. 
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MATERIEL ET METHODES 


Le phage H-Sh ainsi que la souche sensible de Shigella flexneri F6S 
ont été décrits précédemment. 

Le milieu utilisé pour la fixation des phages sur les germes sensibles 
est le maléate de sodium (Beumer et coll. [5]) 0,4 M en Na+ additionné 
soit d’oxalate de sodium 4 la concentration finale 10— M (maléate NaOx), 
soit de CaCl, a la concentration finale 2 x 10-~M en Ca++ (maléate 
NaCa). 


Les milieux de cultures sont : 
1° Le LB de Bertani [8] pour la production des cultures sensibles. 


2° Le LB additionné, avant autoclavage, d’oxalate de sodium A la 
concentration finale 2 x 10-3 M (LBOx). 


3° Le LBOx enrichi en NaCl de maniére a disposer d’un milieu de 
culture oxalaté 0,4 M en Na+ (LBNaOx). 


4° Le LB enrichi en NaCl, concentration finale 0,4 M en Na+ additionné 
au moment de l’emploi de CaCl, 4 la concentration 2 x 10—* M (LBNaCa). 


5° Le LBNaOx gélosé 4 0,7 p. 100 constitue la couche de fond pour le 
dénombrement des phages ou des germes, le LBNaOx gélosé 4 0,5 p. 100 
est utilisé pour la couche supérieure. 


La préparation des cultures sensibles et les conditions dans lesquelles 
elles sont infectées sont celles qui ont été établies pour 1’étude de la 
fixation de H-Sh sur F6S [6]. 

La préparation et l’utilisation du sérum antiphage ont été décrites 
dans le méme travail (Beumer-Jochmans et coll. [6]). 

Pour l’agitation le « waring blendor » a été remplacé par |’ultra-turrax 
(U. T.), de la firme Janke und Kunkel K. G., de Staufe (Alle- 
magne), plus efficace et qui permet de traiter de petits volumes : 3 ou 
4 ml. Lorsque les complexes que doit traiter |’ultra-turrax sont en sus- 
pension dans un milieu nutritif, une dilution au 1/100 en maléate est 
indispensable avant traitement, afin d’éviter la mousse. Le temps pen- 
dant lequel agit 1'U. T. est de quarante-cing secondes et toutes pré- 
cautions sont prises pour empécher 1’échauffement. 

Les courbes de croissance 4 cycle unique ont été établies selon la tech- 
nique décrite par Adams [2], a laquelle nous avons apporté quelques 
modifications : l’infection des bactéries est réalisée en maléate NaCa 
ou NaOx en cing minutes au bain-marie 4 37° C. A la fin de la fixation 
on ne peut inactiver les phages non fixés au moyen du sérum antiphage, 
car lorsqu’on travaille en milieu oxalaté méme les phages fixés sont 
inactivés. Nous avons procédé comme suit: lorsque les cing minutes 
imparties a la fixation sont écoulées, on préléve un échantillon de la 
suspension de bactéries infectées (suspension F) dont on fait une dilu- 
tion 1/10 000 dans le milieu nutritif maintenu A 37°C (dilution (C,). 
Suivant que l’on prévoit une production de phages abondante ou faible 
on dilue C,, au 1/100 ou au 1/10, dans un second tube contenant du 
milieu nutritif 4 37° C qui constitue le second tube de croissance, C, 
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Le reste de la suspension F est refroidi 4 0°, puis centrifugé cing 
minutes & 5000 t/min. Les phages sont dénombrés dans le liquide sur- 
nageant et dans le culot remis en suspension au volume initial dans du 
maléate identique a celui utilisé pour la fixation. On connait ainsi le 
nombre exact de phages fixés et libres introduits dans les tubes C. Afin 
de vérifier si la fixation de H-Sh est immédiatement suivie d’injection 
du matériel infectant dans l’héte, un échantillon de la suspension F est 
exposé, aprés centrifugation, 4 l’action du sérum anti-H-Sh. 

Lorsqu’on désire suivre l’évolution de la sensibilité des complexes 
F6S/H-Sh a l’agitation a l’ultra turrax ou au sérum antiphage au cours 
de la période de latence, la suspension F est diluée au 1/100 seulement 
dans C pour pouvoir diluer des échantillons de C dans le sérum anti- 
phage et dans le maléate avant action de ]’U. T. 

Les étalements pour le démombrement des phages sont faits selon 
la méthode de Ja double couche de gélose de Gratia [9]. 

Pour la numération des centres infectieux, on ensemence la couche 
supérieure de la gélose avec une goutte de culture de F6S en LB Agée 
de 5 heures environ. 

Le rendement en phage par bactérie infectée, ou rendement uni- 
taire (R. U.), est calculé par rapport 4 la moyenne arithmétique du 
nombre de centres infectieux dénombrés au cours de Ja période de 
latence (P. L.), diminué du nombre des phages libres. 


RESULTATS 


I. — Muttreuicarion ve H-Sh aux pDEPENS DE F6S 
EN MILIEUX OXALATES OU FAIBLEMENT CALCIQUES. 


1° IMPORTANCE DE LA CONCENTRATION EN Na+ DES MILIEUX DE 
CROISSANCE. — Si on infecte des cellules de Shigella flexneri F6S 
au moyen d’H-Sh en maléate NaOx, et qu’on les trarisfére ensuite 
dans du LBOx en vue de l’établissement de la courbe de crois- 
sance, on observe : 1° une perte de centres infectieux dont l’impor- 
tance augmente au cours de la P. L. (1) jusqu’a atteindre, peu 
avant le début de la libération, 70 p. 100 du nombre des phages 
fixés ; 2° la durée de la P. L. est longue et irréguliére : soixante 
a 120 minutes ; 3° la production de phages est trés faible, géné- 
ralement moins de 10 phages par bactérie infectée. 

‘La concentration cationique du LBOx, qui n’est que 0,2 en 
Nat, est insuffisante pour permettre la fixation de H-Sh sur F6S 
en absence de Ca++ ; il est donc vraisemblable que les complexes 
F6S/H-Sh, formés en maléate NaOx, dont 90 a 95 p. 100 sont sen- 
sibles au sérum antiphage et a l’agitation a 1’U. T., se dissocient 
a la suite de leur transfert dans un milieu qui n’est que 0,2 M en 
Na+. La disparition des centres infectieux pourrait s’expliquer 
par l’interruption de l’injection, qui est lente ou incompléte en 


(1) P. L. : période de latence. 
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absence de calcium; elle serait la conséquence de l’élution des 
phages. En effet, le transfert des complexes en LBNaOx plus 
riche en Nat (0,4 M) supprime la perte de centres infectieux au 
cours de la P.L., ce qui plaide en faveur de l’hypothése de 
V’élution. Cependant, en LBNaOx, la durée de la P. L. demeure 
trés irrégulére et la production de phages extrémement faible. 

En LBCa, lVinjection du matériel infectant est rapide ; aussi, 
bien que ce milieu ne contienne que 0,2 M de Nat, n’y observe- 
t-on pas de perte de centres infectieux au cours de la P. L. La 
durée de P. L. est toujours d’environ quarante minutes et la pro- 
duction de phages, abondante. Cependant, nous avons préféré uti- 
liser comme milieu calcique le LBNaCa, 0,4 M en Nat, qui ne se 
différencie du LBNaOx que par sa teneur relativement élevée en 
Ca++ (2 x 10 M). 


2° BESOINS MINIMAUX EN Ca ++, — Nous avons observé que des 
lots de LBNaOx, conservés quelques semaines a la température 
du laboratoire en flacons pyrex, se montraient de moindre qualité 
pour la production des phages qu’au moment de leur préparation. 

Dans le LBNaOx frais, nous avions obtenu une production d’envi- 
ron 10 phages par bactérie infectée ; dans le méme milieu vieilli, la 
période de latence se prolonge indéfiniment tandis que persiste 
la sensibilité des complexes a l’action du sérum antiphage et a 
Vagitation. Il n’y a done pas d’injection complete du matériel 
infectant dans les cellules hétes, ce qui explique qu’il n’y ait 
pas de production de nouveaux phages. I] suffit d’ajouter au 
LBNaOx vieilli une faible dose de calcium (Cat++ 5 x 10-° M) 
pour lui rendre sa qualité initiale. Il est donc vraisemblable que 
les derniéres traces de calcium s’insolubilisent lentement, ce qui 
rend a la longue le LBNaOx impropre a permettre la reproduc- 
tion du phage H-Sh chez F6S. Aussi, dorénavant, lorsque nous 
mentionnerons l’emploi du LBNaOx, s’il n’est rien spécifié, 
s’agira-t-il toujours de LBNaOx préparé depuis un mois au moins, 
additionné au moment de l’emploi de 5 x 10-*° M de Catt. De 
cette maniére, on obtient régulierement une production d’environ 
10 phages par bactérie infectée aprés une P.L. de quarante 
minutes. 


JI. — EvrasiisSEMENT DES COURBES DE CROISSANCE A CYCLE UNIQUE 


pE H-Sh sur F6S en LBNaOx er LBNaCa. 


1° Le CALCIUM JOUE UN ROLE AUTRE QUE CELUI D’ACTIVATEUR DE 
L’INJECTION, DANS LA MULTIPLICATION DE H-Sh sur F6S. — Afin 
de déterminer si le réle du calcium dans le cycle de reproduction 
de H-Sh aux dépens de F6S se limite a accélérer l’invasion de 
Vhote par le matériel infectant, ou s’il intervient également a 
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d’autres étapes, nous avons réalisé des expériences de croissance 
a cycle unique dans différentes conditions loniques : infection en 
maléate NaCa suivie de croissance en LBNaOx et en LBNaCa, 
ou infection en maléate NaOx suivie de croissance en LBNaCa et 
en LBNaOx. Les courbes en coordonnées semi-logarithmiques 
sont établies en portant les temps en minutes en abscisse et les 
nombres de phages produits par bactérie infectée en ordonnée. 
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Fic. 1. — 1 : Infection en maléate NaCa, croissance en LBNaCa ; 2 : Infection en 
maléate NaOx, croissance en LBNaCa ; 3: Infection en maléate NaCa, croissance en 
LBNaOx ; 4 : Infection en maléate NaOx, croissance en LBNaOx. 


‘L’examen des courbes de la figure 1 montre que la durée de la 
P. L. n’est pas affectée par la présence du calcium 4 quelque 
moment que ce soit ; par contre, la durée de la phase de libération 
et le nombre de phages produits sont fortement influencés. Lors- 
que tout le cycle se déroule en milieux oxalatés ou faiblement 
calciques, la libération s’arréte a la soixantiéme minute et le ren- 
dement par bactérie infectée (rendement unitaire : R. U.) est de 
11. Si tout le cycle se déroule en présence de Ca++ 2 x 10 M, 
la libération se poursuit jusqu’a la soixante-dixiéme minute et 
le Ro Urestederisn: 
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Lorsque le calcium fait défaut au moment de l’infection, et 
que la croissance a lieu en LBNaCa, la phase de libération se 
termine a la soixantiéme minute et le R. U. est de 60. Dans le 
cas inverse, infection en NaCa et croissance en LBNaOx, la 
libération s’achéve a la soixante-dixiéme minute, et le R. U. ne 
dépasse pas 55 phages. 


Ces résultats suggérent les remarques suivantes : 


a) Etant donnée la lenteur de l’injection du matériel infectant 
en LBNaOx, la question se pose de savoir si le petit nombre de 
phages produits, lorsque le cycle se déroule en maléate NaOx, 
puis en LBNaOx, provient de quelques bactéries seulement qui 
produisent chacune un nombre élevé de phages, ou bien de toutes 
les bactéries infectées qui libérent chacune un trés petit nombre 
de phages. 


b) Le nombre relativement faible de phages produits par les 
bactéries infectées en maléate NaCa transférées en LBNaOx, 
indique que le calcium, outre son role d’activateur de |’injection, 
doit encore activer une ou plusieurs autres étapes du cycle de 
reproduction de H-Sh sur F6S. 


Pour résoudre la premiére question, nous avons infecté au 
moyen de H-Sh une suspension de cellules de F6S en maléate 
NaOx. Cette suspension est partagée en deux portions, dont 
l'une est soumise a l’action de |’U. T. avant d’étre diluée dans le 
milieu de croissance (ici du LBNaOx), tandis que l’autre sert a 
établir la courbe témoin. Le traitement a l’ultra-turrax provoque 
Vinactivation de 98 p. 100 des complexes F6S/H-Sh, mais la 
durée de la P. L. ainsi que celle de la phase de libération sont 
identiques, que les complexes aient été traités ou non a l’U. T. 
Le R. U. est de 8 phages par bactérie infectée pour la courbe 
témoin et de 10 phages par complexe ayant survécu au traitement 
a ?U. T.; seule la production globale de phages est affectée par 
ce traitement. Ceci montre que toutes les bactéries F6S infectées 
en oxalate participent au cycle, méme lorsque J injection du 
matériel infectant s’achéve tardivement. 


Le réle du calcium dans la multiplication de H-Sh sur F6S, 
indépendamment de celui qu’il joue au moment de I’injection, est 
mis en évidence sans équivoque de la maniére suivante : une sus- 
pension de F6S infectée de H-Sh en maléate NaOx est traitée par 
Vultra-turrax, puis diluée simultanément en LBNaOx et en 
LBNaCa. Les courbes de croissance sont établies dans les deux 
milieux. L’examen de la figure 2 montre que la production de 
phages est huit fois plus importante lorsque le milieu nutritif 
contient 2 x 10-*M de calcium. Le traitement 4 lultra-turrax 
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ayant inactivé tous les complexes chez lesquels ’invasion de 
Vhote par le matériel infectant n’était pas complete (soit 80 
p. 100 dans cette expérience), le calcium n’a plus eu a agir comme 
activateur de l’injection ; il exerce donc une action exaltatrice a 
une ou plusieurs autres étapes de la reproduction de H-Sh chez 


F6S. 
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Fic. 2. — 1 : Infection en maléate NaOx. U. T., croissance en LBNaCa ; 2 : Infection 


en maléate NaOx. U. T., croissance en LBNaOx. 


2° DETERMINATION DE L’ETAPE DU CYCLE DE REPRODUCTION A 
LAQUELLE SE SITUE LE BESOIN EN Cat+. — Le réle du calcium dans 
la multiplication de H-Sh sur F6S étant établi, nous avons recher- 
ché 4 quels moment du cycle se situe le besoin en calcium. 


Une suspension de F6S en maléate NaOx est infectée de H-Sh, 
puis diluée dans un premier tube de croissance, C,, contenant 
du (LBNaOx. On dilue immédiatement un échantillon de C, au 1/10 
en LBNaOx (C,Ox) et au 1/100 en LBNaCa (C,Ca). Aux temps 10, 
30 et 50, on préléve des échantillons de C, dont on fait les éta- 
lements pour dénombrement des centres infectieux et une dilu- 
tion au 1/100 en LBNaCa ; celle-ci constitue un nouveau tube C,. 
Les courbes de croissance sont établies a partir de C,, et de tous 
les tubes C,. 
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Les courbes de la figure 3 montrent un léger allongement de la 
phase de libération et une augmentation du nombre des phages 
produits du méme ordre de grandeur, que le transfert en LBNaCa 
ait eu leu au temps 0 ou a la cinquantiéme minute. Le role du 
calcium est done trés tardif, puisque son addition est presque 
aussi efficace 4 la cinquantiéme minute du cycle qu’a la premicre. 
Il est vraisemblable qu’il facilite la libération des phages, mais 
n’intervient pas dans leur reproduction. 

Le calcium agit done aux deux étapes extrémes du cycle de 
reproduction de H-Sh sur F6S: au moment de J’injection du 
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Fic. 5. — 1 : Infection en maléate NaOx, croissance en LBNaOx ; 2 : Transfert en 


LBNaCa 4 la 50 minute ; 3 : Transfert en LBNaCa A la 30¢ minute ; 4 : Transfert 
en LBNaCa 4 la 10¢ minute; 5 : Transfert en LBNaCa & T zéro; 


matériel infectant dans l’héte et pendant Ja phase de libération. 
Lorsqu’il manque a l’une ou l’autre de ces deux étapes, la pro- 
duction de phages est réduite, sans cependant étre aussi faible 
que lorsque tout le cycle se déroule en maléate NaOx et LBNaOx. 
Méme en présence de doses dix fois plus fortes de Catt 
(2 x 10 M) on m’obtient pas la production maxima de phages si 
ce cation n’est présent qu’au moment de infection, ou qu’a celui 
de la libération des nouvelles particules. 


8° Le CALCIUM A FORTE DOSE N’EST PAS NECESSAIRE PENDANT LA 
P. L., 11 NEST UTILE QU’AU MOMENT DE L’INFECTION DE L’HOTE ET 
DE LA LIBERATION DES NOUVELLES PARTICULES. — Les résultats qui 
précédent mettent en évidence l’importance de la présence du 
calcium a fortes doses aux étapes extrémes du cycle de H-SH 
chez F6S, mais il ne semble pas qu’il soit utile au cours de la 
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P. L. Afin de nous en assurer, nous avons réalisé l’expérience 
suivante. 

Aprés avoir infecté F6S en maléate NaCa, nous avons établi 
les courbes de croissance en LBNaCa, en LBNaOx et en LBNaOx 
avec transfert en LBNaCa 4 la cinquantiéme minute. Les courbes 
de la figure 4 montrent l’habituelle réduction de la production de 
phages lorsque la croissance a lieu en LBNaOx, ainsi que leffet 
spectaculaire du transfert en LBNaCa a la cinquantiéme minute 
sur la libération des nouvelles particules. L’action du calcium est 
immeédiate ; dés la soixantiéme minute la production de phages 
atteint le niveau du cycle qui s’est entiérement déroulé en présence 
de calcium et a la soixante-dixiéme minute elle la dépasse méme 
un peu. La présence de calcium 4a la concentration 2 x 10-* M est 
donc inutile au cours de la P. L.; pour obtenir la production 
maxima de phages, il suffit qu’il soit présent A cette concentration 
au moment de l’infection et lors de la libération des nouvelles 
particules. 


log. nombre de phages produits par bactérie infectée 


temps en minutes 
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Vic. 4. — 1 : Infection en maléate NaCa, croissance en LBNaCa ; 2 : Infection en 


maléate NaCa, croissance en LBNaOx, avec transfert en LBNaCa a la 50¢ minute ; 
3: Infection en maléate NaCa, croissance en LBNaOx. 
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DISCUSSION 


La multiplication du phage H-Sh aux dépens des cellules de 
Shigella flexneri F6S en milieu oxalaté n’est possible que si le 
milieu nutritif utilisé pour la croissance remplit les conditions 
suivantes : il doit avoir une teneur en Nat+ au moins égale a celle 
du milieu utilisé pour réaliser l’adsorption des phages sur les 
cellules hétes, et il doit étre de préparation récente; s’il est 
vieilli, il faut lui ajouter une faible dose de calcium (5 x 10->M 
en Ca++). La premiere condition est nécessaire pour empécher 
Vinactivation des complexes au cours de la période de latence. 
Cette inactivation nous parait étre la conséquence de la lenteur 
de l’injection du matériel infectant dans les cellules hétes en absence 
de calcium, jointe au transfert des complexes dans un milieu trop 
pauvre en cations pour assurer leur cohésion. Dans ces condi- 
tions, les phages auraient tendance a s’éluer avant que I’injec- 
tion soit achevée, ce qui provoquerait |’inactivation des complexes 
comme l’agitation a lultra-turrax. La seconde condition, emploi 
du milieu frais ou de milieu vieilli additionné de 5 x 10M de 
Ca++, indique que la multiplication du phage H-Sh chez F6S est 
impossible en milieu totalement dépourvu de calcium. La suppres- 
sion de toute trace de Cat+ dans un milieu complexe comme le 
LBNaOx semble assez difficile 4 obtenir, tout au moins au moyen 
de concentrations d’oxalate de sodium qui ne soient pas létales 
pour les phages. Nous avions observé [6] que les complexes 
F6S/H-Sh formés et maintenus en maléate de sodium demeuraient 
indéfiniment sensibles 4 lagitation et au sérum antiphage. En fait, 
la méme situation peut étre reproduite dans un milieu nutritif si 
on parvient a le priver complétement de calcium. 

En milieu nutritif faiblement calcique (56 x 10-* M) la pénétra- 
tion du matériel infectant est lente, mais aprés une période de 
latence de durée réguliére et égale a celle obtenue en milieu for- 
tement calcique (2 x 10~*M) on obtient une faible production de 
phages, environ 10 phages par bactérie infectée contre 180 a 200 
en milieu fortement calcique. Les expériences réalisées au moyen 
de Vultra-turrax nous ont permis de montrer que cette faible pro- 
duction de phages en milieu pauvre en Cat++ provient de toutes 
les cellules infectées, et non de quelques-unes seulement. Ceci 
nous parait indiquer que le retard de l’injection en milieu pauvre 
en calcium concerne un élément dont le réle au cours de la repro- 
duction des phages est tardif quoique essentiel. 

Cette idée nous parait étayée par le fait qu’en milieu nutritif 
faiblement ionique et pauvre en calcium, l’inactivation des com- 
plexes se poursuit jusqu’a la fin de la période de latence. 
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Nous avons pu montrer que le calcium 4 fortes doses 
(2 x 10-*M), outre son réle d’activateur de l’injection, joue éga- 
lement un role important au moment de la phase de libération. 
En effet, pour obtenir une production maxima de phages (180 a 
200 particules par bactérie infectée), il faut que le calcium soit 
présent a la concentration 2 x 10-* M au moment de lV infection 
et a celui de la libération, les autres étapes du cycle pouvant se 
dérouler en milieu pauvre en calcium. Mais que le calcium man- 
que a l’une ou l’autre de ces deux étapes, la production de phages 
est réduite 4 20 a 50 particules par bactérie infectée. 

Le role du calcium dans Ja multiplication de H-Sh chez F6S 
est différent de celui joué par ce cation dans la reproduction du 
phage T5 chez Escherichia coli B. En effet, tandis que nous 
observons une action immédiate du calcium sur la production des 
phages lorsqu’il est introduit tout a la fin de la période de 
latence, Adams [4] a montré que l’addition du calcium aux cellules 
infectées de T5 exerce son effet sur la production des phages 
aprés un délai de quarante minutes au moins, quel que soit le 
moment de la période de latence auquel il est introduit. 

Bien que l’antigéne O de Shigella flexneri F6S porte le récep- 
teur du phage H-Sh (Beumer {7}), la présence de cet antigéne 
a la surface des germes S constitue une entrave a4 la pénétration 
du matériel infectant dans |’héte. Si lon admet que le calcium 
active une réaction enzymatique qui facilite ce passage, il ne 
nous parait pas interdit de penser qu’il active une réaction ana- 
logue, sinon identique, lors de la lyse bactérienne. 


RESUME 


1° Les complexes F6S/H-Sh formés en maléate de sodium 
0,4 M en Nat, additionné de 10-* M en oxalate sont inactivés 
a raison de 70 p. 100 lorsqu’on les transfére en milieu nutritif 
oxalaté a4 0,2 M en Nat. Cette inactivation est supprimée si le 
milieu est enrichi en NaCl (0,4 M en Nat) ou additionné de 
2.x 10" M de-CaCl. 

2° ‘La reproduction de H-Sh chez F6S n’a pas lieu en milieu 
non calcique, mais elle a heu en milieu nutritif 0,4 M en Nat 
et 2 x 10 M en oxalate, auquel on ajoute 5 x 10-*° de CaCl, 
au moment de l’emploi (LBNaOx). 

3° En LBNaOx, la production de phages est trés faible (5 a 10 
particules par bactérie infeetée). 

4° Pour obtenir une forte production de phages (200 particules 
environ par bactérie infectée), le calcium doit étre présent en 
quantité relativement importante (2 x 10-* M) au moment de 
Vinfection et lors de la libération des nouveaux phages ; il est 
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inutile tout au long de la période de latence, tout au moins a 
forte dose. 


5° Si le calcium manque au moment de l’infection ou a celui 
de la libération, la production de phages est diminuée (20 a 50 
particules), sans pourtant étre aussi faible que lorsque tout le 
cycle se déroule en milieu oxalaté ou faiblement calcique. 


SUMMARY 


ROLE OF CALCIUM AT DIFFERENT STEPS OF THE REPRODUCTIVE CYCLE 


oF PHAGE H-Sh 1 Shigella flexneri F6S. 


1. When transferred in oxalated nutrient medium Nat 0,2 M, 
70 p. 100 of the complexes formed in sodium maleate Nat 0.4 M and 
oxalated 10—* M undergo inactivation. Inactivation does not occur 
in nutrient medium enriched with NaCl (Na+ 0.4 M) or with 
added CaCl, (Ca++ 2 x 10-7 M). 

2. Phage H-Sh does not multiply in F6S in calcium-free medium 
but it multiplies in oxalated medium (Na+ 0.4 M, oxalate 
2 x 10 M) with Ca++ 5 x 10 M added just before use 
(LBNaOx). 

3. Phage H-Sh multiplies poorly in F6S cells in LBNaOx 
(only 5 to 10 particles per infected bacterium). 


4. For good phage production (200 particles per infected bacte- 
rium) relatively high doses of calcium are required both at the 
time of infection and during phage liberation. 

High doses of calcium are unnecessary during the lafent period. 


5. If calcium is not present in sufficient amount at the time of 
infection or during liberation, the phage yield is reduced (20 to 
50 particles per infected bacterium), but not as much as when 
the whole cycle occurs in media containing oxalate or minute 
amounts of calcium. 
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RECHERCHES SUR LE MECANISME 
DE L’ACTION LETALE DES RAYONS X 
CHEZ ESCHERICHIA COLI KI2 
AU MOYEN DE LA RECOMBINAISON GENETIQUE 


par H. MARCOVICH (*) 
(avec la collaboration technique de M¥* R. VAYNE) (**) 


(Service de Radiologie et de Cancérologie 
de l'Institut Pasteur) 


L’effet létal des rayons X au niveau cellulaire ressortit a des 
mécanismes divers. Chez les cellules des organismes supérieurs, 
la principale cause des perturbations graves de la division pro- 
duites par ce rayonnement est la rupture chromosomique suivie 
de remaniements incompatibles avec lintégrité du matériel géné- 
tique. Les observations cytologiques sont complétées, dans les 
cas favorables, par des études quantitatives qui portent plus par- 
ticuliérement sur la nature de la relation entre la dose et le taux 
des cellules tuées. 

On a pu montrer, sur des cellules somatiques animales en 
culture de tissus, que la courbe de survie est une sigmoide a deux 
coups (Puck et coll. {9]). Chez les levures, ces courbes sont expo- 
nentielles pour les souches haploides, et sigmoides 4 deux coups 
pour les diploides (Latarjet et Ephrussi [4}). Chez ces microorga- 
nismes les rayons X produisent des lésions génétiques létales de 
deux sortes. Les plus fréquentes sont du type récessif, les altéra- 
tions létales dominantes ne représentant pas plus de 1/15 de 
ensemble (Mortimer {8}). 

Chez Escherichia coli les courbes de survie aux rayons X sont 
des exponentielles dans la majorité des cas. Or, l’on sait que ces 
cellules possédent un nombre variable de corps nucléaires selon 
les conditions physiologiques et selon la souche. Ces faits donnent 
a penser que, si la radiolésion était nucléaire, elle posséderait un 
caractére de mutation létale dominante, puisqu’un seul événement 
suffit a entrainer Varrét définitif des divisions cellulaires. 


(*) Manuscrit recu le 19 juin 1961. 


(**) Ce travail a été aidé par une subvention du Commissariat 4 
l’Energie Atomique. 
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Les techniques de l’analyse génétique chez E. coli sont 4 Vheure 
présente suffisamment fines pour révéler, si elle était induite par 
le rayonnement dans le matériel nucléaire de la bactérie, une 
mutation a caractére létal dominant transmissible par croisement 
a des recombinants. Les expériences dont il sera question ont été 
faites dans le but de rechercher une telle mutation dans le génome 
des bactéries irradiées. Les résultats obtenus n’ont pas permis 
de la mettre en évidence. Ils révélent, toutefois, l’existence de 
lésions ayant le caractére de ruptures chromosomiques, capables 
dinterdire le transfert de nombreux marqueurs génétiques au 
cours du croisement. Un rapport préliminaire a été fait au Sym- 
posium de Radiobiologie de Moscou (Marcovich [7]). 


Principe des expériences. 


Pendant la conjugaison, la bactérie male injecte du matériel 
nucléaire dans la bactérie femelle a l’exclusion de tout élément 
cytoplasmique expérimentalement décelable (Wollman et Jacob 
(44]). Supposons que le rayonnement tue la bactérie en induisant 
une mutation létale dominante dans le chromosome. Cette muta- 
tion, transmise aux recombinants, devrait entrainer leur perte 
et par conséquent la perte des marqueurs sélectionnés ou non qui 
auraient pu étre transmis en méme temps qu’elle. 

Désignons par a la probabilité par unité de dose d’induire avec 
les rayons X, dans une cellule male, une mutation létale transmis- 
sible aux recombinants. Supposons que la présence de cette muta- 
tion hypothétique ne modifie pas la probabilité de conjugaison 
de la bactérie affectée, ni celle du transfert au zygote du chro- 
mosome porteur de la mutation. 


On peut écrire : 


ot. n est le nombre moyen de chromosomes par cellule, ¢ la pro- 
babilité de transfert au zygote du locus muté et J la probabilité 
pour la mutation létale de s’exprimer dans la totalité des recom- 
binants. 


Les prédictions que l’on peut faire a partir de la relation (1) 
sont les suivantes : 

1° La courbe de survie des recombinants sélectionnés est une 
exponentielle dont la pente doit étre plus faible que celle de la 
survie de la bactérie male, 4 moins que l’irradiation ne perturbe 
le processus du transfert des marqueurs sélectionnés. 

2° Cette pente ne devrait pas dépendre de la situation du mar- 
queur sélectionné, mais de la fréquence des mutations létales 
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induites sur le chromosome bactérien et qui sont transférées au 
zygote en méme temps que lu. 


3° On sait qu’une agitation violente au cours de la conjugaison 
séparant les cellules appariées, seuls s’expriment, dans les recom- 
binants, les marqueurs déja transférés au zygote (Wollman et 
Jacob [44]. Si des mutations létales étaient induites au hasard 
sur le chromosome, l’agitation précoce devrait diminuer leur pro- 
babilité d’étre transférées en méme temps que le marqueur sélec- 
tionné ; ceci aurait pour résultat de diminuer la pente de la courbe 
de survie de ces marqueurs. 


4° Si la mutation létale hypothétique ne s’exprimait pas avec 
une probabilité égale a 1 dans les recombinants, et si, comme les 
autres caractéres, elle manifestait un certain degré de liaison 
avec les marqueurs qui lui sont les plus proches, elle perturberait 
la constitution génétique des recombinants sélectionnés pour un 
caractére donné. 


MATERIEL ET TECHNIQUES 


Soucues. — Elles nous ont été communiquées par les D'™* Jacob et 
Wollman. Ce sont : 

Escherichia coli K12 HfrH (B,—, Ss). 

&. coli Ki2 F—(Thr-, Leu, “Try. Bisy, Arter, Bo, ec ase, 
Man—, Xyl—, Mal—, T,r, Sr) souche PA 309 (1). 

E. coli F— (Thr—, Leu—, B,—, Gal—, Lac—, Sr) souche C 600. 

Les marqueurs sélectionnés au cours des croisements sont: Thrt, 
Leu+, Gal+, Try+, His+ pour la souche Hfr, donnés dans leur ordre 
de transfert au zygote, et Sr pour la souche F—. Le marqueur Ss est 
transmis 4 basse fréquence par la bactérie male. 

Dans nos conditions expérimentales, les bactéries posstdent deux a 
trois corps Feulgen positifs, le plus souvent deux. : 


MILIEUX DE CULTURE. 
Miliew liquide : 


Nutrients Broth Duco Ware. meer cmtate sy aii 3g 
Bactortayp tone Difco. <n seein cere eoreeaee = 5 g 
INEGI er arereteetere tev ters wets coy iecerrenerey ooeteth « exea arse ctor tein og 
iQ eee Mes senate: Genin se ee Q.S.P. 1000 cm? 


(1) Thr : thréonine, Leu : leucine, Try : tryptophane, His : histidine, 
Arg : arginine, B, : vitamine B,. Le signe — indique le caractére auxo- 
trophe pour la substance considérée. 

Lac : lactose, Gal : galactose, Mann : mannose, Xyl : xylose, Mal : mal- 
tose. Le signe — indique que la souche ne peut utiliser le sucre comme 
source de carbone. 

T,r : résistant au phage T,, Sr : résistant 4 la streptomycine, Ss : sen- 
sible 4 la streptomycine. 
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Milieu synthétique : c’est celui de Vogel et Bonner (M. G. B. 1956). 

Ces milieux sont solidifiés par adjonction de 1,5 p. 100 de Bacto Agar 
Difco. 

Dans tous les cas, on ajoute, au milieu de croissance de la vitamine Bi 
(3 wg/cm’), de l’arginine (6 »g/cm) et de la streptomycine (60 g/cm’). 
Les acides aminés indispensables sont ajoutés selon les marqueurs sélec- 
tionnés aux concentrations suivantes : Thr : 30 ug/cm%, Leu : 30 pg/cm%, 
Try : 6 xg/cm’, His : 8 wg/cm’. Pour le marqueur Gal on remplace, dans 
le milieu synthétique, le glucose par du galactose 4 la concentration de 
4 p. 1000. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. — On constitue une suspension stock de 
bactéries ayant effectué une croissance compléte dans un bouillon. Les 
échantillons sont gardés 4 — 25° C en présence de 10 p. 100 de glycé- 
rine. A partir de ce stock, on effectue toutes les semaines une culture 
en bouillon que l’on conserve en glaciére et de laquelle sont issues les 
cultures destinées aux expériences. 

Aprés croissance en bouillon jusqu’A une densité de 2.108 cel- 
lules/cm, les suspensions bactériennes sont refroidies dans la glace fon- 
dante et irradiées. Les croisements sont, 4A moins d’indications 
contraires, effectués dans la proportion d’une bactérie Hfr pour dix F—, 
et les suspensions agitées 4 37°C pendant quatre-vingt-dix minutes. 
On lave ensuite les cellules par centrifugation et, aprés dilution conve- 
nable, on les étale sur les milieux sélectifs. Les boites de Petri sont 
incubées 4 37° C pendant quarante-huit heures. 

En vue de l’analyse génétique des recombinants les colonies sont pré- 
levées et transportées sur des géloses au bouillon, a partir desquelles 
on détermine, au moyen de la technique des répliques, la nature des 
marqueurs qu’elles possédent. 


TRRADIATION. — On a _ utilisé, soit une source de ™Co débitant 
4000 rads/min, au niveau de la préparation, soit un tube Machlett 
AEG 50 fonctionnant avec une tension de 50 kV et sans filtration addi- 
tionnelle. La dose est estimée, dans ce cas, par comparaison avec celle 
du rayonnement du “Co qui produit le méme effet. Pendant 1 ’irradia- 
tion les échantillons sont placés dans la glace fondante et largement 
aérés. 


RESULTATS 


1° Survie pes BAcTERIES HfrH aux RAyons X 
ET INACTIVATION DE DIFFERENTS MARQUEURS. 


La perturbation de la transmission des différents marqueurs 
et l’effet létal sont des fonctions exponentielles de la dose (fig. 1). 
L’ordre de la radiosensibilité des différents marqueurs est le méme 
que celui de leur répartition sur le chromosome tel quil a été 
proposé par Wollman et Jacob [44] et confirmé par Fuerst et 
coll. {2}. 
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La comparaison entre les résultats des expériences d’irradia- 
tion et ceux des auteurs précédents est faite dans le tableau I. 


Tasteau I. — Comparaison des radiosensibilités « de la transmission 
de différents marqueurs sélectionnés et des distances, en minutes 
de temps de transfert [11] de ces marqueurs déterminées par ailleurs. 


7] 
| / 
| MARQUEUR | THR | LEU | GAL | TRY HIS 
CRISIS O COIS Clea CHO GIRO NETO | 22 | 25 | 48 | 67 I25 
ELGIUPS eet eye et tet eee 1 Pees Pe kSes 2d | 33 59 
| «/Temps MY Pe aeRO ee 2,7 | 2,9 ez Vie 6! eg | 


N/No 
10-! 
= Tart, Sr 
10-2 
Try*Sr 
| 
50 100 150 DOSE xlO*rads 
Fic. 1. — Courbes de survie des recombinants issus de bactéries HfrH exposées A des 


doses croissantes de rayons X. Des bactéries HfrH sont irradiées avec des doses 
croissantes de rayons X, puis diluées dans du bouillon contenant 108 cellules F— 
souche PA309, A raison d’une bactérie male pour dix bactéries femelles. Les suspen- 
sions sont ensuite agitées doucement a 37° C pendant quatre-vingt-dix minutes. Puis 
elles sont étalées dans des boites de Petri contenant du milieu synthétique additionné 
de streptomycine et des différents facteurs de croissance nécessaires A la souche F— 
excepté celui pour lequel on sélectionne les recombinants. On a mesuré parallernent 
la survie des Hfr (courbe S). Ordonnées : fréquence des recombinants par rapport 
au témoin non irradié. Abscisses ; doses. 
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Les valeurs de a estimées d’aprés la figure 1 peuvent varier 
d’une expérience a l’autre et aussi selon la souche F- (voir 
fig. 2). Cependant, 4 l’intérieur d’une méme expérience, elles se 


retrouvent avec les mémes amplitudes relatives. 


Le gradient des sensibilités aux rayons X croit done parallé- 
lement au gradient défini par les expériences de Wollman et 
Jacob [44]. 


N/No 


“1o7! 
Fic. 2. — Mémes conditions que 
pour la figure 1. La souche femelle 2 
est C600. On a sélectionné comme 10- 
marqueurs Thr+ et Leu+_ sépa- 
rément et simultanément. 
10-3 


100 ~xiO%rads 


On peut montrer que les rayons X perturbent le transfert des 
déterminants auxquels sont liés les caractéres génétiques de la 
bactérie. En effet, dans cette éventualité, la probabilité d’inactiver 
simultanément la transmission de deux marqueurs est égale a 
celle d’inactiver le marqueur le plus radiosensible pris isolément. 
C’est ce que montrent les courbes de la figure 2, relatives aux 
marqueurs Thr et Leu. 

On remarquera pour finir que la pente de la courbe de « sur- 
vie » du caractére His est plus accentuée que celle de la létalité, 
ce qui contredit une des prédictions de ]’équation (1). 
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2° ANALYSE GENETIQUE DES RECOMBINANTS. 


Ces résultats suggérent un mécanisme de rupture du chromo- 
some bactérien par les rayons X mais n’excluent pas la possibilité 
que les mutations létales radio-induites passent dans le zygote en 
méme temps que les marqueurs sélectionnés, et que, leur nombre 
augmentant avec la dose, elles soient responsables des courbes 
de la figure 1. Cette hypothése a pour corollaire que la liaison 
de ces létaux avec des marqueurs non sélectionnés pourrait per- 
turber leur transmission aux recombinants. Pour examiner cette 
possibilité, les colonies survivantes 4 l’irradiation des expériences 
de la figure 1 ont été prélevées et analysées quant a l|’existence 
de marqueurs non sélectionnés. Les résultats sont représentés 
dans la figure 3. Il y apparait clairement que le marqueur sélec- 
tionné délimite deux régions sur le chromosome ; l’une antérieure 


N/No N/No 


10-! 
NANG eee ed 1o-! 
180.000 réds 
107! 10-2 
N/No 
10-2 
N/No Ory 
10s 0-2 
50 -x!03 rads 50 -xIlO%rads 
Fic. 3. — Les colonies formées par les recombinants correspondant aux différents 


points de la figure 1 sont prélevées et analysées par repiquage dans des boftes de 

Petri en l’absence de facteurs de croissance différents de celui pour lequel elles ont 

été sélectionnées. Chaque case correspond aux marqueurs sélectionnés suivants : 
I Thr, II Leu, III Gal, IV Try, V His. i 
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entre ce marqueur et l’origine « O », l'autre postérieure. Si forte 
que soit la dose, aucune perturbation n’est observée dans la trans- 
mission aux recombinants des marqueurs antérieurs ; leur fré- 
quence est la méme que dans les croisements des témoins non 
irradiés. Parmi les colonies ainsi analysées, il en existe certaines 
chez qui tous les marqueurs antérieurs sont présents. Dans la 
figure 3 sont représentées par 4 les courbes de fréquence théo- 
riques des trois marqueurs Thr+, Leu+ et Gal+, calculées a partir 
de leur fréquence individuelle et en supposant que leur trans- 
mission aux recombinants se fasse au hasard. Les courbes A 
représentent les fréquences effectivement observées. I] est visible 


(65) (35) (22) (40) 
Leu Gal Try His 


O Thr Leu Gal Try His 
(22) (25) (48) (67) (125) 
Fic. 4. — Diagramme représentant les distances a l’origine des différents marqueurs 


sélectionnés exprimées en unilés arbitraires proportionnelles aux pentes des courbes 

de survie (nombres inférieurs). On a inscrit au-dessus les valeurs de ces distances 

telles qu’on les déduirait de la pente des courbes de survie des marqueurs non 
sélectionnés. 


que ces marqueurs sont liés entre eux et que Virradiation n’a 
pas d’effet sur cette liaison. 

La région du chromosome opposée a l’origine est au contraire 
fortement perturbée. La transmission aux recombinants des mar- 
queurs non sélectionnés est fonction de leur distance du marqueur 
sélectionné. Dans la figure 3, seules sont représentées les courbes 
de survie des marqueurs les plus proches de celui qui était sélec- 
tionné, en raison de l’imprécision des mesures sur des loci dis- 
tants. 

En comparant les figures 1 et 3, on peut déterminer si la radio- 
sensibilité différentielle de deux marqueurs non sélectionnés est 
la mesure de la radiosensibilité différentielle des marqueurs sélec- 
tionnés représentés dans la figure 1. Cette comparaison est faite 
dans la figure 4. On a représenté schématiquement un chromo- 
some d’Hfr selon une ligne droite sur laquelle on porte a partir 
d’une origine «O» des longueurs proportionnelles aux radio- 
sensibilités observées ; on peut estimer d’aprés ces résultats que 
le chromosome est homogéne quant a4 la sensibilité aux rayons X 
du processus de transmission de ses caractéres génétiques. 
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3° EFFETS DE L’ INTERRUPTION DE LA CONJUGAISON 
SUR LA FREQUENCE DES RECOMBINANTS Thrt+, Leut+ et Sr. 


Les expériences décrites plus haut ne sont pas en faveur de 
Vhypothése de mutations a caractére létal dominant induites par 
les rayons X et transmissibles de la cellule Hfr a la cellule F—. 


Durée dela 
conjugaison 


Fic. 5. — Des bactéries HfrH sont 
irradiées a doses croissantes, puis 
croisées avec des cellules F— de 
la souche C600. Pendant la conju- 
gaison on préléve des échantillons 
que l’on étale aprés une violente 
agitation dans des boites de Petri 
contenant de la streptomycine et 
ne contenant pas de thréonine ni de 
leucine. En ordonnées: nombre de 
recombinants Thr+ lLeu+ _ Sr ob- 
servés. En abscisses: doses. 


100 = x OF rads 


Un autre résultat, qui conduit 4 la méme conclusion, est fourni 
par lexpérience suivante. On irradie des bactéries HfrH avec 
des doses croissantes de rayons X et on les croise avec des bac- 
téries F— selon la technique habituelle. La conjugaison est inter- 
rompue par une violente agitation aprés différents intervalles de 
temps. Si une mutation létale dominante était induite sur le chro- 
mosome bactérien et si elle était transmissible aux recombinants, 
la courbe de la fréquence des croisements viables en fonction de 
la dose serait une exponentielle dont la pente serait d’autant plus 
forte que l’interruption serait plus tardive. On voit sur la figure 5 
qu'il n’en est rien, et que l’interruption du croisement, dont l’effet 
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est net sur le taux des recombinants, en accord avec les résultats 
de Wollman et de Jacob [44], est sans effet sur la valeur de la pente 
de la courbe de fréquence des recombinants Thrt+, Leut et Sr. 


4° ETALEMENT SUR MILIEU COMPLET DES RECOMBINANTS 
ENTRE BACTERIES MALES IRRADIEES ET BACTERIES FEMELLES 
NON IRRADIEES. 


L’utilisation des milieux sélectifs écarte de l’analyse le segment 
du chromosome situé entre le marqueur le plus proche de l’ori- 
gine et cette derniére ; bien que |’éventualité en soit peu probable, 
il se pourrait que cette région recéle la mutation létale dominante 
hypothétique. Cette mutation devrait, si elle était transférable aux 
zygotes, se manifester par la mort d’une certaine proportion des 
recombinants cultivés dans un milieu non sélectif. 


Des expériences ont été effectuées dans ce but et ont consisté 
4 croiser des bactéries males irradiées et des femelles normales 
dans les proportions de 10 males pour 1 femelle. De la sorte, la 
probabilité pour qu’une bactérie F— ne se conjugue pas est trés 
faible. La dose administrée aux HfrH était telle que la survie de 
ces bactéries était de 10—* et la probabilité de conjugaison d’une 
bactérie F— avec un seul Hfr survivant négligeable. La suspen- 
sion bactérienne était ensuite étalée dans des boites de Petri conte- 
nant du bouillon additionné de streptomycine. Seuls pouvaient 
pousser les recombinants dépourvus d’une mutation létale trans- 
férée par la bactérie male et les F— non recombinés. Dans les 
conditions de l’expérience, on observait 30 p. 100 de recombi- 
nants Tht+, Leut+ et Sr chez les témoins non irradiés. Par consé- 
quent la fréquence de transfert d’un hypothétique géne létal domi- 
nant situé entre l’origine et le marqueur Thr+ devrait étre au moins 
égale 4 cette valeur. En fait, on n’observe pas de différence entre 
le nombre des colonies formées par les suspensions dont les males 
ont été irradiés par rapport aux témoins. 


Un résultat identique a été obtenu en croisant la méme souche 
de bactéries F— avec une souche d’E. coli K12 Ft. 


5° AcTION DE LA GLYCERINE SUR LA RADIOSENSIBILITE 
DE LA TRANSMISSION DE MARQUEURS SELECTIONNES. 


La glycérine, a des concentrations de la molarité, diminue la 
radiosensibilité des bactéries selon un facteur de réduction de dose 
de l’ordre de 2,5 (Marcovich {6]). Cette protection parait s’exercer 
sur la partie des radiolésions sensible a l’effet oxygene. 
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Les courbes de la figure 6 montrent que la glycérine diminue 
la radiosensibilité de la transmission des marqueurs sélectionnés 
dans les mémes proportions que pour la survie. 


Le changement de la radiosensibilité trouvé dans ces expé- 
riences, joint aux différences trouvées selon les souches de bac- 
téries F— choisies, enléve beaucoup de sa valeur a une tentative 
de calculer une cible chromosomique et de comparer sa dimension 
4 celle du chromosome estimée par la teneur des cellules en ADN. 


Fic. 6. — Les bactéries HrfH sont 
irradiées en bouillon dans _ les 
mémes conditions que dans l’expé- 
rience de la figure 1 mais en pré- 
sence de glycérine 4 la concentra- 
tion de 1M. Elles sont ensuite 
diluées et croisées avec des cellules 
F— de la souche PA309, puis éta- 
Iées dans les différents milieux |Q-2 
sélectifs. 


10>! 


50 DOSE xiO?rads 


4 


6° CROISEMENTS ENTRE BACTERIES F— IRRADIEES 
ET BACTERIES Hfr IRRADIEES OU NON. 


Si une mutation létale dominante était induite dans le matériel 
génétique de la cellule male et si elle ne se transmettait pas aux 
recombinants, ou si elle ne s’exprimait que dans un cytoplasme 
irradié, on devrait observer que la courbe de survie des recombi- 
nants issus d’un croisement dans lequel la cellule réceptrice a été 
irradiée est confondue avec la courbe de survie. Cette prévision 
n’est pas confirmée. On trouve généralement que la pente des 
courbes de la fréquence des recombinants en fonction de la dose 
est inférieure a celle de la survie. Tout se passe comme si la 
bactérie male pouvait exercer un effet restaurateur sur la cellule 
femelle irradiée. L’ampleur de cette restauration est trés variable 


d’une expérience 4 l’autre et dépend de conditions qui n’ont pas 
encore été précisées. 
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7° RECHERCHE D’UNE MUTATION CHOMOSOMIQUE 
CHEZ DES BACTERIES E. coli K12 HfrH rrrapites aux rayons X. 


Les résultats décrits ci-dessus suggérent que la radiolésion 
responsable de la perturbation du transfert des déterminants géné- 
tiques de la bactérie male irradiée a la bactérie femelle peut étre 
une rupture du chromosome bactérien. Si l’interruption de la 
continuité de ce dernier était indépendante du processus de conju- 
gaison, on pourrait s’attendre 4 trouver chez les bactéries HfrH 
survivantes des remaniements chromosomiques. Ceux-ci ont été 
recherchés de la maniére suivante : une suspension de cellules 
HfrH, cultivées dans les conditions habituelles, fut irradiée avec 
une dose de rayons X correspondant a prés de 12 événements 
létaux par cellule. Les colonies formées par les survivantes (dont 
la proportion était inférieure 4 10—> des témoins non exposés) 
furent prélevées et ensemencées en bouillon. Aprés une trentaine 
de générations, les souches ainsi isolées furent croisées dans les 
conditions habituelles avec des bactéries F—. 

Dans le tableau II sont inscrits les résultats obtenus de cette 
maniére. Vingt-deux des souches explorées se sont avérées nor- 
males du point de vue de la fréquence avec laquelle les différents 
marqueurs génétiques sont transmis aux recombinants. Cing autres, 
par contre, transmettent les marqueurs sélectionnés avec une fré- 
quence beaucoup plus basse. 

Il est particuliérement remarquable que cinq souches sur un 
total de vingt-sept analysées portent apparemment la méme lésion, 
ce qui suggére que la structure impliquée peut étre de grande 
radiosensibilité. Ce caractere manifesté par ces souches anormales 
est stable, car l’une d’elles a pu subir des passages en série, au 
cours desquels elle a effectué une centaine de divisions sans rien 
perdre de ses propriétés. La nature de la modification a laquelle 
se trouve liée cette anomalie n’est pas encore définie. 


Tasteau IJ. — Fréquence des marqueurs sélectionnés, Thr+, Leu+, 

Gal+, Try+ et His+ dans les recombinants issus de bactéries E. coli 

HfrH irradiées aux rayons X et des bactéries F— normales. (Les 

cellules HfrH ont effectué une trentaine de divisions avant d’étre 
croisées avec les F—). 


THRT LEut GALT TRY a HIST 
Souches norvmales (moyenne 
de 22 croisements)........ 0,34 0,41 0,082 | 0,034 | 0,006 
Souches anormales (moyenne 
de 5 croisements)......... 0,027 0,054 | 0,0013 | 0,0015 | 0,0009 
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DISCUSSION 


1° Litsions GENETIQUES CREEES PAR L’IRRADIATION X 


cHez E. coli K12 HfrH. 


a) La plupart des lésions génétiques induites par les rayons X 
sont des ruptures chromosomiques. Les résultats décrits ci-dessus 
suggérent que les bactéries ne font peut-étre pas exception. Les 
arguments en faveur de cette interprétation sont tirés essentiel- 
lement de l’observation selon laquelle on peut, pour chaque mar- 
queur sélectionné, distinguer sur le chromosome deux régions. 
L’une est située entre l’origine « O » et le marqueur considéré ; 
elle est toujours indemne, tout au moins en ce qui concerne la 
fréquence et le degré de liaison des marqueurs non sélectionnés. 
L’autre, opposée a l’origine « O », est le siége de perturbations 
qui entravent la transmission des marqueurs non sélectionnés aux 
recombinants. La radiolésion serait de méme nature que celle 
qui entrave la transmission des marqueurs sélectionnés. 

Cette perturbation ne saurait étre attribuée a l’inactivation des 
marqueurs eux-mémes, mais ressortit trés probablement a une 
lésion du processus de transfert du matériel génétique de la cellule 
male 4 la cellule femelle. Tout se passe done comme si le rayon- 
nement X avait induit des ruptures au niveau d’un chromosome 
dont la radiosensibilité serait homogéne. 

b) On peut, d’aprés ce qui précéde, considérer que la courbe 
de « survie » du marqueur His+ peut étre en fait celle de la pro- 
babilité pour que, exposé a des doses croissantes de rayons X, le 
segment « O»— His soit indemne de «ruptures ».*Ces « rup- 
tures » resteraient « ouvertes » pendant quatre-vingt-dix minutes 
au moins. En effet, tout processus de réparation du chromosome 
des cellules conjugantes aurait pour résultat de diminuer la radio- 
sensibilité relative des marqueurs les plus distants de l’ori- 
gine « QO», done les plus tardifs. I] en résulterait un désaccord 
entre les distances des marqueurs a l’origine estimées par les 
expériences d’interruption de la conjugaison et la radiosensibilité 
aux rayons X (voir tableau I). La réparation des « ruptures », si 
toutefois elles avaient lieu, serait donc un événement tardif chez 
les cellules HfrH survivantes a4 Virradiation et pourrait étre 
contemporaine de la premiére division. 

Chez les organismes supérieurs, les ruptures chromosomiques 
sont suivies de soudures accompagnées de remaniements plus 
ou moins importants. On aurait done pu s’attendre a observer 
des remaniements chromosomiques chez les survivants a des doses 
élevées de rayons X, inversions ou transpositions. Les résultats 
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inscrits au tableau II montrent qu’au contraire ces remaniements 
semblent peu fréquents. Trois interprétations peuvent en étre 
donnees. 


a.) Les ruptures existent effectivement et la réparation du chro- 
mosome se fait par des réunions au hasard des extrémités rompues. 
Seules seraient viables les cellules dont les chromosomes contien- 
draient les marqueurs avec la séquence propre a la souche d’ori- 
gine. Cette hypothése est essentiellement étayée par le fait que la 
trés grande majorité des souches Hfr possédent la méme séquence 
de marqueurs. Cependant, le recollement au hasard des extré- 
mités rompues est incompatible avec les résultats de l’expérience 
du tableau II. En effet, avec la dose utilisée, il s’est produit, en 
moyenne, prés de douze événements létaux par cellule et par 
conséquent en méme temps 15 a 20 ruptures dans le segment 
O-His soit, en extrapolant, 30 a 40 « ruptures » par chromosome 
bactérien. ‘La probabilité, pour que 15 fragments différents se 
recollant au hasard reconstituent la séquence initiale, est de 1/15! 
Un tel événement serait donc hautement improbable en ne consi- 
dérant que le segment étudié. Cette probabilité serait encore bien 
moindre (10—* environ) pour le chromosome entier, dont la lon- 
gueur est prés du double de celle du segment O-His. 


6) L’ADN du chromosome est effectivement fragmenté par 
l’arradiation, mais les extrémités rompues seraient maintenues par 
une structure non active génétiquement, une protéine par exemple. 


y) Les rayons X induiraient des points de fragilisation sur le 
chromosome bactérien. ‘La rupture complete interviendrait au 
moment de l’injection du matériel génétique de la bactérie male 
a la bactérie femelle. 


On pourrait se représenter cet événement comme la rupture 
d’une des rampes de la double hélice constitutive de ?ADN. La 
deuxiéme rupture sur la portion homologue de la rampe opposée 
pourrait avoir lieu a Voccasion de Vinjection du chromosome 
dans la bactérie F—. Une telle hypothése de rupture incompléte 
se trouve étayée par les observations de Butler et coll. (4], selon 
lesquelles il faudrait deux ionisations pour induire des rup- 
tures de l’ADN en solution et en modifier la viscosité. 


2° LESIONS GENETIQUES ET EFFET LETAL. 


Les tentatives effectuées pour mettre en évidence une lésion 
létale A caractére dominant dans le matériel génétique des bacté- 
ries males irradiées ont été infructueuses. La région explorée se 
réduit a prés de la moitié du chromosome ; mais il parait peu 
probable, cependant, que justement la moitié non examinée soit 
porteuse de la mutation létale cherchée. 
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On peut trouver un modéle de radiolésion a caractére létal 
dominant et non transmissible aux recombinants par croisement. 
C’est l’induction des bactéries lysogénes a produire des bactério- 
phages. Il s’agit d’un effet létal dominant puisque la bactérie est 
tuée, non transmissible au zygote puisque le phage végétatif ne 
passe pas de la bactérie male a la bactérie femelle (441), et relevant 
d’un processus a un événement avec les rayons X (Marcovich [5)). 
Mais l’inductibilité par rayons X des bactéries lysogénes diminue 
considérablement quand les cultures sont carencées en phase sta- 
tionnaire depuis de nombreuses heures [5]; ce n’est pas le cas 
des souches non lysogénes correspondantes. 


Une autre possibilité serait que l’événement létal soit initié 
4 partir des « ruptures ». Dans cette éventualité, une « rupture » 
aurait une chance sur six de conduire a la mort cellulaire ; mais 
le mécanisme de cet effet létal reste difficile a entrevoir. 


Il n’existe pas de modéle satisfaisant pour expliquer l’allure 
exponentielle des courbes de survie par la lésion d’éléments non 
nucléaires (structure cytoplasmique unique, ou structure sensible 
qui serait 4 Vorigine d’une chaine de réactions conduisant a 
Varrét définitif des mitoses). Tout au plus doit-on remarquer que 
la seule formation non nucléaire représentée & un exemplaire 
unique serait la membrane bactérienne, mais il est peu probable 
que son atteinte soit la cause de la mort de la bactérie. 


3° RADIOSENSIBILITE DU TRANSFERT DES MARQUEURS GENETIQUES 
ET ADN BACTERIEN. 


Wilson [40] a irradié des préparations de cellules déshydratées 
et en a déduit la dimension de la cible correspondant, a l’inactiva- 
tion du processus de transfert de marqueurs Thrt+ et Leu+. De 
telles estimations. sont incertaines en raison de notre ignorance 
des effets de la dessiccation sur le processus de transfert et 
d’incorporation des marqueurs dans les recombinants. De plus, 
action d’un radioprotecteur tel que la glycérine, montre que 
linactivation par les rayons X du transfert peut changer de sen- 
sibilité, avec une amplitude d’ailleurs analogue a celle qui 
s’observe sur la viabilité bactérienne. 


4° RESTAURABILITE DES BACTERIES F— IRRADIEES, PAR CROISEMENT 
AVEC DES BACTERIES HfrH. 


Cette restaurabilité fournit un argument contre Vhypothése 
d'une mutation létale dominante induite par Virradiation dans 
le matériel nucléaire ou cytoplasmique des cellules, en raison 
de la trés faible quantité de matériel nucléaire injecté de la 
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cellule male a la cellule femelle. L’analyse quantitative précise 
du phénoméne est rendue ‘impossible 4 l’heure présente par la 
trés mauvaise reproductibilité des expériences. 


RESUME 


L’étude des effets de Virradiation X des bactéries Escherichia 
colt K12 HfrH sur la recombinaison génétique a été entreprise. 

1° Les rayons X affectent le transfert des marqueurs sélec- 
tionnés selon une relation exponentielle. 

2° La radiosensibilité de ce transfert est directement fonction 
de la distance du marqueur a l’origine « O » du chromosome. 

3° Le transfert des marqueurs non sélectionnés n’est pas per- 
turbé s‘ils sont situés entre l’origine et le marqueur sélectionné. 
Celui des marqueurs situés sur la région opposée du chromo- 
some est au contraire modifié ; la radiosensibilité de ce transfert 
correspond a la distance du marqueur considéré au marqueur 
sélectionné. La radiosensibilité du chromosome parait homogéne 
a cet égard. 

4° Aucune altération autre que celle-ci n’a été observée. On ne 
peut rattacher l’action létale des rayons X chez E. coli K12 a 
une mutation létale dominante transmissible aux recombinants, 
induite par le rayonnement au niveau du chromosome bactérien. 

5° Les bactéries Hfr survivant a des doses trés élevées (10 
survivantes) sont, dans la grande majorité, normales quant a 
la capacité de se recombiner et quant a la séquence de leurs 
marqueurs sur le chromosome : quelques mutants radio-induits, 
a basse fréquence de recombinaison, ont été isolés. 

6° Les bactéries femelles irradiées sont restaurables par croi- 
sement avec des males irradiés ou non; la reproductibilité de ce 
phénoméne est mauvaise. 

7° La glycérine diminue dans les mémes proportions la radio- 
sensibilité du transfert des caractéres et celle de la survie. 


SUMMARY 


IVESTIGATIONS BY MEANS OF GENETIC RECOMBINATION 
ON THE MECHANISM OF LETHAL ACTION OF X-RAYS ON FE. coli K12. 


The effects of X-irradiation on the genetic recombination of 
Escherichia coli K12 HfrH have been studied. 


1. X-irradiation diminishes the transfer of the selected markers 
according to an exponential dose effect relationship. 
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The radiosensitivity of the transfer process for a given 
oe is directly related to its distance to the origin « O » of 
the chromosome. 


3. The transfer of the non selected markers is not altered if they 
are located between the origin « O » and the selected markers. 
The transfer of the markers located on the part of the chromo- 
some opposite to the origin « O », is on the contrary diminished 
according to their distance to the selected marker. The sensiti- 
vity of the chromosome seems to be homogeneous in this respect. 


4. No other alteration of the genetic material has been detec- 
ted. One cannot link the lethal effect of X-rays in E. coli K12 
to a dominant lethal mutation transmissible to the zygote by 
recombination. 


5. Most of the HfrH cells which survive to high doses (10-* 
survivors) are normal as regards the mating ability and the 
sequence of the markers : some low frequency recombination 
mutants have been isolated. 

6. F— cells irradiated with X-rays are restorable by mating 
with irradiated or non irradiated HfrH cells. The experiments 
lack good reproducibility. 

7. Glycerol reduces by the same amount the radiosensitivity 
of both the transfer of the markers and the viability of the cells. 
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DISTRIBUTION DU PHOSPHORE RADIOACTIF 
CHEZ LES BACTERIES TUEES PAR CHAUFFAGE 


par Antonina GUELIN et Pierre LEPINE (*) 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages 
et Service des Virus) 


La fixation non métabolique du radiophosphore par les bac- 
téries tuées, constatée au cours de nos recherches précédentes [7, 
8, 9], conduit 4 envisager non seulement son adsorption a la sur- 
face de ces bactéries, mais aussi sa pénétration dans leur cyto- 
plasme par simple diffusion. 

La possibilité de transfert des ions *P a l’intérieur du cytoplasme 
bactérien dénaturé par la température fait l’objet de ce travail. 
L’étude de quatre fractions contenant le phosphore, extraites 
a partir des germes chauffés et marqués par “P, a confirmé la 
pénétration des ions *P a l’intérieur des bactéries non viables 
et leur affinité pour les acides nucléiques. 

L’introduction, en 1923, par Hevesy [42] des corps radioactifs 
dans le domaine de la physiologie des plantes, ainsi que l’uti- 
lisation du radiophosphore chez les animaux par Chiewitz et 
Hevesy [4], ont permis, des le début, d’acquérir les données fonda- 
mentales qui ont ensuite rendu possible la réalisation de nom- 
breuses recherches. Aprés avoir constaté l’échange d’atomes ”P 
entre le plasma et les organes {4], on voit que les cellules sont 
marquées aprés leur séjour en milieu radioactif (Scott et 
Cook [87}). La pénétration sélective de *P dans différents tissus, 
sa fixation par les substances organiques (Perrier et Segré [82)}), 
particuliérement intense avec les inclusions cytoplasmiques 
(Mullins [27}) et la rapidité des processus de phosphorylation 
(Hevesy [43]) ont été ainsi révélées. I] n’y avait plus qu’un pas 
a franchir pour établir le rdle prépondérant des acides nucléiques 
dans l’échange actif du phosphore (Hahn et Hevesy [40], Ste- 
ward [44], Marshak {23, 25], Khouvine [48]) et pour arriver 
4 conclure que la formation d’une molécule marquée dans un 
organisme est la conséquence d’un processus métabolique 
(Hevesy [44, 45}). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 
Annales de VInstitut Pasteur, 104, n° 5, 1961. 44 
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L’emploi du radiophosphore fut introduit en microbiologie en 
1945 par Lipmann et Tuttle [22] qui ont étudié l’échange du phos- 
phore avec Cl. butylicum et E. coli. Plus tard, Kamen et Spie- 
gelman [47] constatérent que les microorganismes placés dans un 
milieu radioactif étaient « marqués a Jl intérieur » (internally 
marked). Ce fut le point de départ de nombreux travaux concer- 
nant les germes marqués, parmi lesquels la recherche sur la 
nature du bactériophage occupe une place importante (Stonier [42], 
Kozinski [20], Symonds [43}) . 


M&TrHODE. 


Nous avons cherché a fractionner chimiquement les bactéries 
ayant préalablement fixé le radiophosphore, afin d’établir si les 
ions ®P pénétrent effectivement a l’intérieur des germes. On tient 
compte de la quantité totale de *P obtenue apres l’enregistrement 
de la radioactivité des trois fractions non acido-solubles pour établir 
le pourcentage de *P corespondant a chaque fraction (fig. 1). La 


Co 


aS 
3 ---5 
2 ! 
oO 
L I 
2 ! 
© 50 
é 
(Bie I 
Y I 
" I 
ao H 
- 
I 
t 
0 
Fic. 1. — Fixation de #P par les trois fractions bactériennes non acido-solubles : 


a, bactéries vivantes ; b, bactéries tuées ; 1, fraction phospho-lipidique ; 2, fraction 
nucléique ; 3, fraction phospho-protéique. 


teneur en *P des mémes fractions est étudiée en fonction de la 
quantité initiale de radiophosphore du milieu (fig. 2), ainsi qu’en 
fonction de la durée de la fixation (fig. 3). Nous avons également 
cherché a établir la quantité de radiophosphore présente a l’inté- 
rieur des germes tués et des germes vivants pendant les différentes 
étapes de leur fractionnement, notamment dans les eaux de lavage 
et dans la fraction acido-soluble (fig. 4). 
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Pour chaque expérience, deux lots de bactéries (Shigella para- 
dysenteriae Y6R) sont préparés : l’un avec celles qui fixent le *P 
aprés leur croissance et leur chauffage, |’autre avec celles qui le 
fixent au cours de la croissance. Les deux cultures se développent 
de la méme fagon pendant vingt-quatre heures en eau peptonée 
a 1/1 000, additionnée ou non de radiophosphore. Les bactéries 
sont ensuite chauffées une heure 4 60° C, puis mises pendant une 
heure a 37° C en présence du radiophosphore. Celui-ci nous est 
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Fic. 2. — Fixation de P par les bactéries chauffées en fonction de sa quantité 


dans le milieu : a, 7,7 we/ml ; b, 1,4 pe/ml. 


fourni par le Service des Radioéléments artificiels du Centre 
nucléaire de Saclay sous forme d’acide phosphorique (”PO,H;). 
La radioactivité spécifique du milieu est de 11 4 60 microcuries. 
Aprés les lavages, la densité des deux cultures est ramenée au 
méme niveau a l’aide de l’électrocolorimétre. Les détails tech- 
niques sont exposés dans l’une de nos publications précédentes [8]. 

Le fractionnement des bactéries est effectué d’aprés la méthode 
de Schneider [36] élaborée pour l’extraction, a partir d’un 
méme échantillon de tissu animal, des quatre principaux groupes 
phosphoriques : acido-soluble, phospho-lipidique, nucléique et 
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phospho-protéique. Les acides nucléiques sont extraits a 90° C 
par Vacide trichloracétique 4 5 p. 100 (1). La méthode s’applique 
parfaitement aux recherches microbiologiques. Nous avons seu- 
lement augmenté la quantité de l’acide jusqu’a 15 ml et le nombre 
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Fic. 3, — Fixation de 2P par les bactéries chauffées pendant soixante minutes (a) 


et vingt-quatre heures (b). Radioactivité spécifique du milieu : 26,6 pe. 


(1) La méthode nous a été indiquée par le Dr Delsal, de 1’Institut 
Pasteur, que nous remercions vivement. 
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d’opérations jusqu’a trois pour l’extraction du phosphore non 
organique. Le dépot a été ensuite lavé avec de l’eau distillée 
a trois reprises. Pour l’enregistrement de la radioactivité des 
fractions obtenues, chacune de celles-ci est desséchée aux rayons 
infra-rouges dans trois coupelles de 0,5 ml. Les coupelles sont 
en étain, et non en aluminium a cause de la détérioration rapide 
du second par l’acide. 
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Fic. 4. — Fixation de ®P par les bactéries en croissance (a) et les bactéries 


tuées (b). Radioactivité spécifique du milieu: 18 ye. 
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RESULTATS. 


D’aprés les résultats obtenus, on constate que les trois frac- 
tions non acido-solubles des bactéries ayant fixé le *P seulement 
apres leur chauffage contiennent du radiophosphore. La plus 
grande partie, environ 70 p. 100 du *P total des trois fractions, 
est retenue par les acides nucléiques (fig. 1 a), pourcentage éga- 
lement trouvé dans les expériences paralléles avec les germes en 
croissance avec *P (fig. 1 b). 

La fixation beaucoup plus intense de *P par les bactéries en 
multiplication (fig. 4) ne semble pas s’expliquer uniquement par 
son accumulation métabolique [4]. La croissance implique nécessai- 
rement l’intensité accrue d’autres facteurs, la vitesse de diffusion, 
par exemple [6], ou l’augmentation des surfaces a ]’échelle molé- 
culaire, qui peuvent favoriser la liaison non métabolique des 
ions ®P avec les colloides cytoplasmiques. La propriété de cer- 
tains échantillons de “P d’étre retenus en quantité égale et par 
les bactéries en croissance et par les bactéries chauffées [9] est 
aussi significative. 

L’avidité pour le radiophosphore manifestée dans nos expé- 
riences par les acides nucléiques des bactéries chauffées est 
conforme aux résultats obtenus par d’autres auteurs avec les 
organismes vivants. C’est ainsi que 60 a 70 p. 100 du *P extrait 
du foie se trouvaient liés aux nucléo-protéines [23]. La fraction 
nucléique de l’Aspergillus niger contenait environ 67 p. 100 de 
phosphore total, trouvé chimiquement dans les trois fractions non 
acido-solubles [39]. 

Nous avons également étudié la distribution du *P a Vintérieur 
des bactéries tuées, en fonction de la radioactivité du milieu. 
Avec un milieu riche en *P, la fixation de lVisotope est plus 
intense, sans aucune influence cependant sur sa distribution 
a l’intérieur des germes, dont les trois fractions montrent toujours 
le méme caractére de fixation indiqué plus haut (fig. 2). 

En ce qui concerne la durée de fixation du phosphore, les bac- 
téries tuées ont retenu en une heure plus de *P que pendant un 
contact d’une durée de vingt-quatre heures. L’excés de phosphore 
retenu est di probablement a un échange d’ions dans les couches 
superficielles des bactéries, puisqu’il est enlevé dés le début par 
les eaux de lavage. Le contact plus ou moins long des germes 
tués avec le *P n/intervient donc pas dans la fixation du radio- 
phosphore par les acides nucléiques (fig. 3). 

La pénétration rapide de *P a Vintérieur d’une bactérie noh 
viable, ainsi que son affinité pour les acides nucléiques constatée 
au cours de nos recherches, n’est pas surprenante. De nombreux 
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auteurs ont déja noté la rapidité avec laquelle le radiophosphore 
est fixé en général par les cellules (43, 38, 40, 46]. La fixation 
d’ions par un organisme monocellulaire tué a 65° C a été signalé 
il y a soixante ans [29], et adsorption de *P par les noyaux de 
tissus hépatiques a été effectuée in vitro {24}. En admettant que 
85 p. 100 de tout le phosphore cellulaire soient liés a la fraction 
nucléique [419], on peut s’attendre a trouver le *P fixé en grande 
partie par les acides nucléiques. 


Mais la question se pose de savoir comment s’effectue le trans- 
fert du *P et, surtout, comment se fait sa pénétration a travers 
la couche superficielle cytoplasmique d’un germe tué. La théorie 
de la membrane semi-perméable a beaucoup évolué depuis environ 
cent ans. Envisagée au début comme une barriére mécanique [24], 
perméable surtout a l'eau (33, 45] et interdisant le passage des 
sels minéraux [44, 34], la membrane est bientot considérée comme 
un ultrafiltre [85] accessible a la circulation de certaines sub- 
stances {30] ainsi que des ions {4 bis, 2, 46]. On signale la densité 
relative de la couche superficielle du cytoplasme et sa capacité de 
fixer pratiquement tous les ions avec ses divers groupements 
chimiques [40]. Afin d’expliquer le transfert des particules a |’inté- 
rieur de la cellule, deux voies sont envisagées : l’échange d’ions 
et les processus métaboliques. La membrane serait dotée de sys- 
témes enzymatiques [26]; la phosphatase notamment permettrait 
au phosphore du milieu de participer aux processus phospho- 
ryliques [34]. Deux protéines différentes entrent dans sa compo- 
sition [3]. 

L’impossibilité d’expliquer certains faits uniquement par la 
semi-perméabilité de la membrane a conduit non seulement 4 la 
révision de cette théorie, mais 4 la mise en doute de l’existence 
méme de la membrane. La nouvelle théorie, dite « protoplasmique » 
ou de la « sorbtion » [28] s’appuie sur les caractéres colloidaux du 
cytoplasme cellulaire, considéré comme une phase, du fait que son 
eau ne se trouve pas a |’état libre. La pénétration de l’eau et des 
substances minérales ou organiques dans la cellule est définie ici 
par les trois conditions: la différence de la solubilité de ces 
substances dans le cytoplasme par rapport au milieu extérieur, 
leur adsorption ainsi que leur liaison chimique avec les colloides 
cellulaires. Dans le cytoplasme, les substances introduites se 
trouvent, soit en solution libre ou adsorbées par le substrat, soit 
combinées chimiquement avec lui. Les électrolytes sont moins bien 
dissous dans le cytoplasme que dans l’eau [5, 28, 44]. 


Toutes ces observations faites avec des cellules vivantes sou- 
vent aux différentes phases de leur multiplication n’expliquent 
pas cependant la fixation, quelquefois trés élevée [9], du *P par 
les bactéries dont les systémes enzymatiques sont détruits par la 
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température atteignant parfois 100° C [8]. Il n'est peut-étre pas 
nécessaire de chercher une explication spéciale a ces faits. 'L’hypo- 
thése d’une accumulation métabolique du radiophosphore au cours 
de la croissance bactérienne, accumulation précédée obligatoire- 
ment par la diffusion et par l’adsorption sélective du *P, permet- 
trait de mieux comprendre la pénétration du phosphore a linté- 
rieur des germes tués. Certains auteurs acceptent la possibilité 
d’une libre pénétration pour les anions, de l’acide phosphorique, 
a lVintérieur de la cellule, sans que l’estérification du phosphore 
intervienne au niveau de la membrane {5 bis, 33 bis, 44]. La pre- 
miére étape, comprenant seulement la diffusion d’ions et leur 
adsorption par le substrat cytoplasmique, pourrait étre commune 
aux bactéries vivantes et aux bactéries tuées. Dans ces conditions, 
il serait difficile d’attribuer uniquement 4 un phénoméne métabo- 
lique l’accumulation de tout le *P dans une bactérie en croissance. 


On peut donc conclure avec Rothstein {34 bis} que nos connais- 
sances sur le transport des ions au niveau moléculaire demeurent, 
en général, assez spéculatives et théoriques. 


RESUME 


La possibilité de transfert des ions *P a lintérieur du _ cyto- 
plasme bactérien dénaturé par la température a été étudiée. 


L’examen de quatre fractions bactériennes contenant le phos- 
phore a permis de constater l’affinité du radiophosphore pour 
les acides nucléiques des bactéries chauffées. 


SUMMARY 


DISTRIBUTION OF RADIOACTIVE PHOSPHORUS IN HEAT-KILLED 
BACTERIA. 


In previous studies |7, 8, 9] the authors demonstrated the non 
metabolic fixation of radiophosphorus by killed bacteria. These 
findings suggest not only the adsorption of P® on the surface of 
these bacteria, but also its penetration into the bacterial cyto- 
plasm through simple diffusion. 


The possibility of transfer of P® ions inside the bacterial cyto- 
plasm denatured by heat is studied in the present paper. The 
study of four fractions containing P, extracted from heated germs 
labelled with P®, confirms the penetration of P® ions inside non 
viable bacteria and their affinity for nucleic acids. 
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APPENDICE 


Au moment de mettre sous presse, nous avons pris connais- 
sance de publications récentes qui semblent étre en rapport avec 
les faits exposés. 

P. Baudequin, J. Chedru et P. Cartier (Bull. Soc. Chim. biol., 
1961, 43, 841) pensent que la perméabilité de Ja cellule aux phos- 
phates est une diffusion passive. L. Colobert (Ann. Inst. Pasteur, 
1961, 400, 37) conclut que la membrane cytoplasmique n’existe 
pas en tant qu’organite cytologique isolable. 
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A PROPOS DE L’ABSENCE DES TACHES DE TYROSINE 
SUR LES CHROMATOGRAMMES DES HYDROLYSATS 
ACIDES DES ANATOXINES (*) 


par Judith BLASS (**) 
(avec la collaboration technique de Marie-Blanche VICAIGNE) 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches, 
Service de Chimie Bactérienne [Professeur M. Raynaup]) 


En 1949, Woiwod et Linggood [82] ont comparé par chromato- 
graphie sur papier la composition en amino-acides des hydrolysats 
acides (HCI16N, soixante-douze heures 4 105°) de la toxine et 
de l’anatoxine diphtériques et ils ont constaté sur les chromato- 
grammes de ces derniers l’absence des taches de tyrosine. 

Ces auteurs ont alors envisagé l’hypothése suivante : la tyrosine 
présente dans la toxine diphtérique ne se trouverait pas en liaison 
peptidique et serait libre de se combiner avec le formol par sa 
fonction amine ; ce produit serait résistant 4 hydrolyse acide et 
donnerait par conséquent, un test négatif avec la ninhydrine. 

En 1958, des auteurs roumains, E. Soru et coll. {26} publient 
une étude chimique comparée de la toxine et de lanatoxine téta- 
niques. L’analyse quantitative des amino-acides constituants a été 
effectuée dans les hydrolysats acides, par chromatographic sur 
papier. Ces auteurs indiquent pour la teneur en tyrosine dans 
V’anatoxine tétanique une valeur nulle, n’ayant sans doute pas 
trouvé de taches de tyrosine sur les chromatogrammes des hydro- 
lysats correspondants. 

Au cours de nos recherches personnelles, sous la direction du 
Professeur Raynaud, sur le mécanisme de la détoxification des 
toxines par le formol et divers autres agents chimiques (22, 3], 
nous avons utilisé la technique au dinitrofluorobenzéne de San- 
ger [24]. Nous avons alors constaté que lorsqu’on soumet d’une 
part la toxine tétanique et d’autre part l’anatoxine tétanique, sous 
leur forme dinitrophénylée, 4 hydrolyse acide et que l’on étudie, 


(*) Travail présenté au Symposium sur la Chromatographie Aa 


Bruxelles, le 17 septembre 1960. 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1 juin 1961. 
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par chromatographie sur papier, les produits d’hydrolyse acide 
de ces protéines dinitrophénylées, on observe la tache de tyrosine 
sous forme de O-DNP-tyrosine, tache révélable par la ninhydrine 
et par les rayons ultraviolets, aussi bien dans les hydrolysats 
acides de la toxine que dans ceux de |’anatoxine tétanique. Le 
dosage quantitatif, apres élution, au spectrophotométre de Beck- 
man a 300 mp nous a donné la méme valeur pour les deux pro- 
téines. 

Ainsi donc, l’hypothése de Woiwod s’est trouvé infirmée, et 
il nous a apparu que la disparition de la tyrosine sur les chroma- 
togrammes des hydrolysats acides de |’anatoxine devait étre due 
& une réaction secondaire de la tyrosine avec le formol au cours 
de l’hydrolyse acide, et que cette réaction secondaire n’avait pas 
lieu lorsque le groupe phénol de la tyrosine n’était pas libre, 
comme c’est le cas dans les protéines dinitrophénylées. 

C’est ainsi que nous avons été amenée a effectuer une série 
d’essais pour élucider cette question. 


Déja en 1947, c’est-a-dire antérieurement 4 la publication de 
Woiwod, deux auteurs : Middlebrook et Philipps [47], au cours 
de leurs études sur la laine formolée, avaient constaté l’absence 
des taches de tyrosine sur les chromatogrammes des hydrolysats 
acides de la laine formolée, et ils ont alors émis lhypothése qu’il 
s’agissait d’une réaction secondaire entre le formol lié réversi- 
blement et se libérant au cours de l’hydrolyse acide et la tyrosine. 
Middlebrook et Philipps ont vérifié ’hypothése avancée en effec- 
tuant essai suivant : 


Ils ont chassé le formol hé réversiblement en distillant Ja laine 
formolée en présence d’acide phosphorique, d’aprés  Nitch- 
mann et Hadorn {48}, puis ils ont effectué lhydrolysé acide de 
la laine formolée ayant subi ce traitement. Ils ont alors retrouvé, 
par la méthode de Thomas [27], la méme valeur pour la tyrosine 
dans la laine formolée et non formolée. 


Au cours de leurs importantes recherches sur la réaction du 
formol avec les protéines, Fraenkel-Conrat et Olcott [9] ont égale- 
ment noté en 1948 l’existence d’une réaction secondaire entre la 
tyrosine et le formol libérés au cours de hydrolyse acide des pro- 
téines formolées et ils ont proposé, pour éviter cette réaction secon- 
daire, d’effectuer ’hydrolyse acide en présence de dimédon. Ce 
dernier fixe le formol libéré au cours de l’hydrolyse en formant 
un composé insoluble et empéche ainsi la réaction secondaire. 


D’aprés ces auteurs, cette réaction secondaire n’a pas lieu si 
l'on effectue hydrolyse des protéines formolées en présence de 
NaOH 5 N a 120° pendant cinq heures. 


Que sait-on de la réaction entre la tyrosine et le formol en 
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milieu fortement acide & chaud? Quel est le produit de cette 
réaction ? 

Pendant longtemps on a cru qu’en milieu fortement acide et 
a chaud, la tyrosine et le formol formaient un composé cyclique 
isoquinolinique. 

En 1911 Pictet et Spengler [20], et, en 1913, Wellish (84], ont pré- 
paré des produits par action du formol (du méthylal plus préci- 
sément) sur la tyrosine en présence de HCl concentré a chaud. 


La réaction représentée par ces auteurs est la suivante : 


CH 


H 
2 Ce 
NcH(C007) + H, CO—> fips + H20 
HO NH3* HO Shen 
/ Cc 
He 


Encore en 1945, French et Edsall [441], dans leur revue sur 
les réactions entre le formol et les amino-acides ainsi que les 
protéines, indiquent la formule ci-dessus pour le produit de la 
réaction que nous venons de citer. Le mérite revient 4 Olcott [49] 
d’avoir montré, en 1955, que cette formule était inexacte et que 
le produit de condensation entre la tyrosine et le formol en milieu 
fortement acide, a chaud, consistait en un polymére de haut poids 
moléculaire, en grande partie non dialysable, insoluble en milieu 
neutre, mais soluble dans les alcalis et les acides dilués, donnant 
une réaction positive avec la ninhydrine et avec le réactif de 
Folin. Ce polymére est composé d’unités ayant vraisemblable- 
ment la structure suivante : 


OH 
= oa 
bel 
SE 
< cH,— CH — COOH 


x NH x 

En nous basant sur les travaux que nous venons de citer, nous 
avons donc entrepris de démontrer, par une série d’essais, la réa- 
lité de ces réactions secondaires entre la tyrosine et le formol au 
cours de l’hydrolyse acide des anatoxines tétanique et diphté 
rique, et la réalité de la formation du polymére décrit par Olcott, 
a la suite de ces réactions. Les résultats obtenus par Woiwod et 
Soru relatifs a l’absence de tyrosine dans les hydrolysats acides 
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des anatoxines diphtérique et tétanique trouveraient ainsi leur 
explication. 

Au cours de notre travail, nous avons également déterminé, 
par diverses méthodes, les teneurs en tyrosine des toxines et 
des anatoxines étudiées, aprés hydrolyse convenable, assurant 
l’absence des réactions secondaires. 


MavTERIEL ET METHODES. 


A. — MarTERIEL. 


1° Toxine tétanique pure (TT) titrant 2600 UF/mg d’azote 
(6 000 UF/ml), en tampon phosphate mono-dipotassique 0,01 M. 

2° Anatoxine tétanique pure (ATT) titrant 2 400 UF/mg d’azote 
(4 000 UF/ml), également en tampon phosphate mono-dipotassique 
0,01 M. 


3° Anatoxine tétanique brute, concentrée par ultrafiltration, 
titrant 650 UF/ml. 


4° Toxine diphtérique pure cristallisée (TD), en suspension 
dans une solution de sulfate d’ammonium a 70 p. 100 de satura- 
tion, titrant 3100 UF/mg d’azote (2500 UF/ml). Les cristaux 
furent repris, aprés centrifugation, par une solution de tampon 
phosphate mono-dipotassique 0,07 M additionné de NaCl 0,125 M 
(pH : 6,8). 

5° Anatoxine diphtérique pure (ATD), en solution de bicarbo- 
nate de sodium a 1 p. 100, titrant 2500 UF/mg d’azote (1 210 
UF/ml) [1]. 

6° Anatoxine diphtérique brute titrant 90 UF/ml, que nous 
avons concentrée par précipitation a Vaide de l’acide métaphos- 
phorique d’aprés Turpin et coll. {28). 

Les toxines et anatoxines furent débarrassées des sels, par 
dialyse contre eau distillée, a froid. 


7° Ne pouvant pas disposer de grandes quantités de toxines 
et anatoxines pures pour les expériences préliminaires, nous 
avons utilisé d’abord une substance modéle que nous avons pré- 
parée a partir de la sérumalbumine de beeuf purifiée (BSA), 
dans des conditions analogues a celles de préparation des ana- 
toxines et que nous avons appelée par analogie avec les anatoxi- 
nes « anasérumalbumine » (ABSA). 


_ Nous avons décrit son mode de préparation dans une publica- 
tion antérieure [8]. 


(1) Nous remercions le professeur M. Raynaud et nos collégues, 
A. Turpin et E. H. Relyveld pour les échantillons de toxines et ana- 
toxines pures qu’ils nous ont fournis. 
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B. — M®rHobEs DE RECHERCHE ET DE DOSAGE DE LA TYROSINE. 


a) Par chromatographie sur papier d’aprés Polson [24], en 
faisant varier les modes d’hydrolyse. 

La tyrosine présente dans les hydrolysats protéiques est séparée 
des autres amino-acides par chromatographie sur papier, en utili- 
sant soit le solvant butanol-acide acétique-eau (125:30:125), soit 
le solvant de Redfield [23] : méthanol-eau-pyridine (80:20:4). 
(Ce dernier permet la séparation entre tryptophane et tyrosine). 

Les taches de tyrosine des hydrolysats protéiques sont compa- 
rées a des taches de tyrosine correspondant a des solutions titrées 
de tyrosine, de diverses concentrations, déposées sur le méme 
chromatogramme, aprés leur révélation avec une solution de 
ninhydrine a 0,1 p. 100 dans l’acétone. 

Cette méthode comporte jusqu’a 30 p. 100 d’erreur. 

Nous avons également utilisé pour la révélation de la tyrosine, 
mais dans un but qualitatif seulement, le réactif de Gerngross 
d’aprés Acher et Crocker [4], ainsi que le réactif de Pauly d’aprés 
Dent [7]. 


b) Par chromatographie sur papier des hydrolysats acides des 
protéines dinitrophénylées. La tyrosine est dosée sous forme de 
V?O-DNP-tyrosine. Les protéines dinitrophénylées sont préparées 
d’aprés Sanger [24] (2). L’hydrolyse acide et la séparation en deux 
phases, éthérée et aqueuse, sont effectuées d’aprés Fraenkel- 
Conrat et coll. [10). 


La phase aqueuse contenant l’?O-DNP-tyrosine est évaporée dans 
le dessiccateur sous vide, reprise par un volume convenable de 
HCl 0,1 N, puis soumise a la chromatographie sur papier avec 
le solvant butanol-acide acétique-eau. On dépose sur le méme 
chromatogramme des solutions témoins de O-DNP-tyrosine (3) 
(0,1 a 0,2 »M). 

Les taches de 1’O-DNP-tyrosine se séparent parfaitement bien, 
ce sont les taches les plus rapides ayant un R, supérieur a celui 
des leucines. Elles donnent une coloration violette avec la ninfiy- 
drine. Pour le dosage, on les repére a l’aide des U. V. et on les 
élue avec 4 ou 5 ml de HCI N, d’aprés Ja technique habituelle 
des élutions des aminoacides dinitrophénylés [40]. On détermine 


(2) Voir aussi notre Note de Laboratoire (Blass et Raynaud [3]). 

(3) La solution d’O-DNP-tyrosine utilisée était de 0,002 M. L’O-DNP- 
tyrosine a été dissoute dans de la méthyléthylcétone saturée de HCI N. 
Il n’a pas été possible de préparer une solution 0,01 M, comme pour les 
autres amino-acides dinitrophénylés, 4 cause de la solubilité limitée de 
1’O-DNP-tyrosine dans HCI N. 
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dans les éluats la densité optique a 300 my (4), a l’aide du spec- 
trophotometre: de Beckman. Nous avons préparé l’O-DNP-tyro- 
sine cristallisée (O-DNP-tyrosine-H,O) d’aprés Sanger [25], a 
partir de N-acétyl-tyrosine, cette derniére préparée d’aprés du 
Vigneaud et coll. [30]. 

Nous avons contrdlé qu’aucune destruction de ]’O-DNP-tyro- 
sine ne se produisait au cours de l’hydrolyse acide des protéines 
dinitrophénylées (quinze heures a 105°, en ampoule scellée sous 
vide, en présence de HCl redistillé 5,7 N). 

(La détermination du spectre d’absorption d’une solution de 
O-DNP-tyrosine dans HCl N (20 uM par litre) nous a donné, pour 
le coefficient d’extinction moléculaire a 300 mu, la valeur de 10 200. 

En titrant la tyrosine par la méthode décrite, nous avons constaté 
quelquefois des différences de 10 a 20 p. 100 entre divers essais 
paralléles. 

Signalons que Fritz et Zahn [42] ont proposé, en 1958, le dosage 
des groupes acétylés des protéines fibrillaires acétylées, par diffé- 
rence entre la teneur en e-DNP-lysine et O-DNP-tyrosine des pro- 
téines non acétylées et des protéines acétylées, transformées au 
préalable en dérivés dinitrophénylés. 

Ces auteurs dosent les deux amino-acides DNP cités ci-dessus 
dans les hydrolysats, sans séparation préalable, 4 deux longueurs 
d’onde : 300 mu et 360 mu. 

Ils indiquent pour le coefficient d’extinction moléculaire de 
O-DNP-tyrosine 4 300 mp la valeur de 10580 (en solution HCl 
258: 10 ON) {5}: 


c) Méthodes colorimétriques. Nous avons dosé la tyrosine dans 
les hydrolysats alcalins des toxines et des anatoxines par les 
méthodes colorimétriques suivantes : : 

1° A l’aide du réactif de Millon d’aprés Block et Bolling {5}. 

2° A laide du réactif de Gerngross d’aprés la méthode de Uden- 
fried et Cooper [29] légérement modifiée par Massin et Linden- 
berg [46]. 

d) Méthode spectrophotométrique d’aprés Goodwin et Mor- 
ton {43}. 


(4) Le spectre de 1’0-DNP-tyrosine présente un maximum principal 
4 250 maz et un 2° maximum & 300 my. Nous avons, aprés Zahn [42], 
choisi le maximum a 300 my pour le titrage spectrophotométrique, car 
les éluats obtenus par PHC] N a partir du papier, contiennent des sub- 
stances qui absorbent fortement & 250 my, beaucoup moins a 300 my. 
L’absorption due a ces substances a été déterminée par élution d’un 
fragment de papier témoin de méme taille et déduite de l’absorption 
trouvée lors de l’élution de la tache de 1’0-DNP-tyrosine. 

(5) Cette méthode appliquée au dosage de la tyrosine dans la BSA 
et l’ABSA nous a donné des résultats erronés, A cause de l’absorption 
supplémentaire 4 300 mp de l’im-DNP-histidine. 
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C. — MobDEsS D’HYDROLYSE. 


1° Les divers modes d’hydrolyses acides que nous avons utilisés 
pour ces essais chromatographiques étaient les suivants : 


a) Hydrolyse en présence de HCl redistillé 5,7 N, a reflux pen- 
dant vingt-quatre heures. 


b) Hydrolyse en présence de HCl 5,7 N, en ampoule scellée 
sous vide, pendant vingt-quatre heures, soit 4 105°, soit a 110°. 


c) Les mémes hydrolyses ont été répétées avec addition de 
dimédon, d’aprés Fraenkel-Conrat et coll. [9). 


Les hydrolysats obtenus étaient évaporés a sec, a froid, dans 
le dessiccateur sous vide, en présence d’acide sulfurique et de 
potasse en pastilles, puis repris par HCl 0,1 N (la solution utilisée 
correspond alors a une concentration 0,5 p. 100 en protéines). 
Pour les hydrolysats de BSA et ABSA, on a effectué un essai sup- 
plémentaire : les hydrolysats furent fractionnés sur une colonne de 
charbon d’aprés Jutisz (45] (6). La fraction éluée de la colonne 
était évaporée par distillation sous vide, reprise par HC] 0,1 N, puis 
déposée sur les chromatogrammes. 

Nous avons également utilisé pour l’ABSA seule une hydro- 
lyse acide vingt-quatre heures 4 105°, en présence de HCl 5,7 N, en 
ampoule scellée sous vide, aprés avoir débarrassé la protéine 
formolée, préalablement a cette hydrolyse, de son formol lié 
réversiblement, par distillation en présence de PO,H, 0,3 M, 
d’aprés Nitchmann et Hadorn [48]. Le formol libéré a été dosé 
a l’aide de dimédon, d’aprés Joe et Reid [44] (dosage par pesée 
du produit de condensation formaldéhyde-dimédon). 

L’hydrolysat, contenant l’acide phosphorique non _ volatil, 
a été neutralisé avec la soude, évaporé dans le dessiccateur 
sous vide, puis fractionné sur une colonne de charbon, d’aprés 
Jutisz [45]. La fraction éluée fut préparée pour la chromato- 
graphie sur papier, comme plus haut. Un essai analogue a été 
effectué, a titre de contréle, avec BSA. 


Pour les protéines dinitrophénylées, nous avons utilisé l’hydro- 
lyse en présence de HCl 5,7 N, en ampoules scellées sous vide, 
quinze heures a 105°. 


(6) Le fractionnement sur charbon avait pour but d’aider a déceler 
un dérivé de la tyrosine, présent éventuellement dans les anatoxines 
et ayant un R, différent de celui de la tyrosine. Sur les chromato- 
grammes des hydrolysats totaux, contenant des taches de tous les amino- 
acides constituants, ce composé hypothétique risquait d’étre confondu 
avec d’autres amino-acides. 
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2° Les hydrolyses alcalines ont été effectuées en présence de 
NaOH 5N, en ampoules scellées sous vide, cing heures a 120°, 
d’aprés Fraenkel-Conrat et coll. [9]. 

La chromatographie des hydrolysats obtenus a été effectuée selon 
deux procédés différents. 

a) Nous avons placé d’abord l’hydrolysat directement sur le 
papier, apres dilution convenable (on peut déposer sans inconvé- 
nient, pour la recherche de Ja tyrosine, jusqu’a 14 4M de NaOH). 


b) Nous avons neutralisé l’hydrolysat, puis nous l’avons éva- 
poré a sec dans le dessiccateur sous vide, et nous l’avons frac- 
tionné sur une colonne de charbon comme plus haut. On élimine 
ainsi les sels, en méme temps que tous les autres amino-acides en 
dehors de la tyrosine et de la phénylalanine (7). 

Lorsqu’on dosait Ja tyrosine dans les hydrolysats alcalins par 
les méthodes colorimétriques, ces derniers étaient neutralisés et 
acidifiés suivant les indications des auteurs. 

Pour le dosage de la tyrosine par spectrophotométrie, les 
hydrolysats alcalins neutralisés étaient amenés a l’alcalinité 0,1 N 
en NaOH. 


RESULTATS. 


Essais chromatographiques. 


1° Nous avons constaté l’absence de taches de tyrosine sur les 
chromatogrammes des hydrolysats acides des anatoxines diphté- 
rique et tétanique, ainsi que de l’anasérumalbumine, quel que soit 
le mode d’hydrolyse acide, sans dimédon. Nous avons ainsi 
confirmé les résultats obtenus par Woiwod et par Soru, mais leur 
interprétation était inexacte ainsi que nous le verrdns ci-aprés. 

Lorsqu’on a déposé sur les chromatogrammes la fraction éluée 
du charbon, on a trouvé, pour les hydrolysats de BSA, deux taches 
corespondant respectivement a la tyrosine et a la phénylalanine. 
Sur les chromatogrammes correspondants de l?ABSA, on n’a 
trouvé qu’une seule tache ayant le R, de la phénylalanine. 


2° Lorsqu’on effectue les hydrolyses acides des anatoxines 
tétanique et diphtérique, ainsi que de l’anasérumalbumine en pré- 
sence de dimédon, on retrouve la tache de tyrosine sur les chro- 
matogrammes. Cette tache a une valeur rapprochée, cependant 
légérement inférieure a celle des taches correspondantes de tyro- 


sine dans les hydrolysats acides des protéines non formolées 
(TF, TD. et. BSA). 


(7) Le tryptophane n’est pas élué dans les conditions utilisées par 
Jutisz. La possibilité d’existence d’un dérivé de la tyrosine qui ne s’élue 
pas dans ces conditions ne peut pas étre exclue. 
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3° Lorsqu’on effectue ’hydrolyse acide de l’ABSA aprés avoir 
chassé le formol lié réversiblement, par distillation avec l’acide 
phosphorique, on retrouve également la tache de tyrosine sur les 
chromatogrammes correspondants. 


La figure 1 résume les résultats obtenus, 


Hydrolyses acides Hydrolyses alcalines 


feu O O 
ee oe et OrO OL O07 Ones 
val O O O O O O O O O 
~@ ©@ @©0@ 00 9000800° 
ee 2 ae ee 3 ne (aoe ae 
O Oty O ractions éluées du charbon 
Q Q Q Q Q O 2, Distillation préalable en 
O O Q 8 2 O © présence de PO,H3 
OO ooo GO 
Son OY SE ae oso ae oR 


BSA ABSA ABSA TT ATT ATT TD ATD ATD BSA ABSA ABSA BSA ABSA TT ATT TO ATD 
+ + 
(D)} (0) (D} 


Fie. 1. — Schéma d’un chromatogramme des acides aminés dans le solvant « buta- 
nol-acide acétique-eau ». Quantités déposées sur chaque point correspondant 4 25 ug 
de protéine hydrolysée. Les taches hachurées représentent la tyrosine. 


Abréviations = BSA: Sérumalbumine de boeuf; TT: Toxine tétanique; TD: 
Toxine diphtérique ; (+ D) : Hydrolyse en présence de dimédon ; ABSA : Anasérum- 
albumine de beeuf; ATT: Anatoxine tétanique; ATD: Anatoxine diphtérique. 


Le tableau I indique quelques valeurs quantitatives obtenues 
pour la tyrosine, par chromatographie sur papier, dans les hydro- 
lysats acides de BSA et de ABSA. 


TasLeau I. 


HIYDROLYSAT ACIDE TYROSINE % 


Coe 6 we 614 wis) od 1b 61SEC 6 U6 6s Om ee © 6.8 1 8 4:9. 8 6 6 66.0 066 OK 6 64 080 


CNS Aare PM eh ange iste ie oN aera cig eahew wo every Gh Oe aoe ia lar 
ISB SIN SGN COU Sec copcicici.n iC AC OOOO DA DOp Or 
ABSA aprés distillation avec PO,H; O0,3M 


OO Om echt 
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Ainsi on peut conclure, a la suite de ces résultats, que lV absence 
de taches de tyrosine sur les chromatogrammes des hydrolysats 
acides des anatoxines tétanique et diphtérique ainsi que de l’ana- 
sérumalbumine est due a une réaction secondaire entre le formol, 
libérable au cours de UVhydrolyse acide de la protéine formolée, 
et la tyrosine. 

Lorsque le formol est, soit fixé par le dimédon (8), soit chassé 
préalablement, la réaction secondaire ne peut pas s’effectuer. 


Les deux essais suivants ont confirmé la réalité de cette réaction 
secondaire entre la tyrosine et le formol au cours de l’hydrolyse 
acide. 

a) 1,4 »M de tyrosine a été additionné d’un excés de formol 
(60 pM). On a ajouté de l’acide chlorhydrique redistillé et on 
a chauffé vingt-quatre heures 4 110° en ampoules scellées sous 
vide. On a constaté l’absence de la tache de tyrosine révélable 
a la ninhydrine, sur le chromatogramme correspondant. 

b) On a ajouté a 0,1 »M de ABSA (contenant 2,3 »M de formol 
lié reversiblement et 1,9 uM de tyrosine) 1,4 »M de tyrosine libre 
et on a hydrolysé comme plus haut. 


Par chromatographie sur papier, nous n’avons retrouvé que 
0,4 wM de tyrosine sur les 1,4 uM ajoutés. Cet essai montre que 
la tyrosine disparait dans ces conditions. 

Il y a vraisemblablement eu réaction entre une partie de la tyro- 
sine ajoutée et l’excés de formol libéré au cours de l’hydrolyse. 


4° L’analyse des hydrolysats alcalins des anatoxines tétanique 
et diphtérique ainsi que de l’ABSA a confirmé les conclusions que 
nous avons pu tirer des résultats des analyses des hydrolysats 
acides. ‘ 

On retrouve sur les chromatogrammes des hydrolysats alcalins 
des protéines formolées (hydrolysats totaux et fractions éluées du 
charbon {fig. 1]), la tache de tyrosine a sa place habituelle. Elle 
est révélable avec la ninhydrine, avec le réactif de Gerngross, ainsi 
qu’avec le réactif de Pauly. Elle a sensiblement la méme valeur 
que les taches de tyrosine des protéines non formolées correspon- 


dantes. Il n’y a donc pas de réaction secondaire au cours de 
Vhydrolyse alcaline (9). 


(8) Nous avons constaté, en cherchant & isoler le produit de la réac- 
tion secondaire (voir plus loin), qu’une trés faible proportion de for- 
mol échappe 4 la combinaison avec le dimédon et contribue ainsi A une 
légéere diminution de la teneur en tyrosine par rapport A la teneur dans 
la protéine non formolée. 

(9) E. Brown [6] a décrit un polymére de la tyrosine et du formol se 
formant en solution NaOH N, a froid. Ce polymére ne se forme pas dans 
les conditions de l’hydrolyse alcaline. 
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Ayant ainsi prouvé la réalité de la réaction secondaire entre la 
tyrosine et le formol au cours de l’hydrolyse acide des protéines 
formolées, nous avons ensuite cherché si le produit formé au cours 
de cette réaction avait les caractéres du polymére décrit par 
Olcott [49] en 1955 (voir page 689). 

Les hydrolysats acides de lanatoxine tétanique (pure et 
commerciale), de l’anatoxine diphtérique commerciale et de |’ana- 
sérumalbumine, obtenus soit en absence, soit en présence de 
dimédon (correspondant 4 20-45 mg de protéines), ont été mis dans 
des sacs de cellophane puis dialysés contre |’eau courante (vingt- 
quatre heures) et contre eau distillée fréquemment changée pen- 
dant deux jours. 


Notons que les hydrolysats acides des protéines formolées, 
obtenus en l’absence de dimédon, étaient fortement teintés en 
marron, alors que ceux obtenus en présence de dimédon étaient 
a peine colorés. 


Les mémes essais ont été également effectués, a titre de contrdle, 
avec les hydrolysats acides de BSA, obtenus soit en présence, soit 
en l’absence de dimédon. 


Au cours de la dialyse, il s’est formé un précipité marron dans 
les sacs contenant les hydrolysats des protéines formolées obtenus 
en absence de dimédon en méme temps que le liquide se décolo- 
rait en partie (10). 

Le précipité formé dans le sac de dialyse fut recueilli par cen- 
trifugation et analysé. I] présentait tous les caractéres du poly- 
mére, décrit par Olcott. Il était insoluble & pH neutre, soluble 
dans les acides et les alcalis dilués. Il donnait une réaction posi- 
tive avec la ninhydrine, ainsi qu’avec le réactif de Folin, et au 
spectrophotométre de Beckman une courbe d’absorption avec un 
maximum a 280 mp en milieu HC] 0,1 N et & 292 mp en 
NaOH 0,1 N. 


Sur les chromatogrammes en solvant butanol-acide acétique, 
ce polymére forme une tache qui reste presque entiérement sur 
la ligne de départ (fig. 1). 

Ce polymére n’est pas élué des colonnes de charbon lors du 
fractionnement des hydrolysats acides d’aprés Jutisz. 


Dosage de la tyrosine sous forme de O-DNP-tyrosine. 


Le tableau II indique les valeurs obtenues pour la tyrosine 
dosée sous forme de O-DNP-tyrosine dans les hydrolysats acides 


(10) Dans les sacs contenant les hydrolysats des protéines formolées, 
obtenus en présence de dimédon, on a observé un précipité infime. 
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du BSA et du ABSA, ainsi que du TT et ATT (11) d’aprés la 
méthode décrite plus haut. 


Ainsi que le montrent ces résultats, il n’y a pas de réaction 
secondaire entre l’O-DNP-tyrosine et le formol libérés au cours 


Taseau II. 


de l’hydrolyse acide. Nous l’avons confirmé en effectuant l’essai 
suivant : 


2 uM de O-DNP-tyrosine ont été additionnés d’un excés de 
formol (75 uM), et soumis 4 l’hydrolyse en présence de HCl 5,7 N, 
en ampoule scellée sous vide, pendant quinze heures a 105°. On 
effectue un essai de contréle en absence de formol. On obtient 
dans les deux cas la méme valeur pour |’O-DNP-tyrosine. 


Dosage de la tyrosine par les méthodes colorimétriques 
et spectrophotométriques. 


Le tableau III indique les valeurs obtenues pour la tyrosine 
dans les hydrolysats alcalins des toxines et des anatoxines ainsi 
que du BSA et du ABSA par les méthodes colorimétriques et 
spectrophotométriques. 


On voit que les valeurs trouvées pour la tyrosine dans les ana- 
toxines par diverses méthodes sont voisines de celles trouvées 
dans les toxines correspondantes. De méme on a trouvé pour les 
teneurs en tyrosine dans ABSA et dans BSA des valeurs voisines. 
Fraenkel-Conrat et Olcott [9] ont également trouvé, par la méthode 
de Thomas [27] (réactif de Gerngross) pour BSA et BSA formolée 


(11) Nous n’avons pas pu doser la tyrosine dans 1’ATD d’aprés cette 
méthode, car la solution d’anatoxine dont nous disposions étant trés 
diluée, nous avons dt la concentrer. Au cours de cette opération, une 
précipitation s’était produite. La dinitrophénylation du précipité et de 


la solution n’a pas été compléte au bout de vingt-quatre heures d’agi- 
tation. 
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(dont les conditions de préparation différaient de celles de ABSA 
par des concentrations plus élevées de BSA et de formol), des 
valeurs voisines respectives 4,5 et 4,3. 


Tasteau II]. — Teneurs en tyrosine (hydrolyses alcalines). 
| BSA ABSA ED [ALTE || ip) AD 
| Methoderde Millon's <1. 4.25 533 5,1 ha ee 554 457 
Méthode de Gerngross ..... 5,0 4,8 8,2 7,8 552 4,9 
Méthode spectrophotomé- 
trique (hydrolysat total)... .|| 4,95 5,0 8,1 755 5,0 


Méthode spectrophotomeétri- 
que (hydrolysat élué du 
CHAE DOR) Sori ar leraichen ae geen 4,85 4,9 


DiIscusSION. 


Il n’est pas douteux que Vabsence de tyrosine dans les hydro- 
lysats acides d’anatoxines ou, d’une facon plus générale, dans les 
hydrolysats de protéines formolées, n’est pas due 4 l’absence de 
tyrosine dans ces protéines, mais résulte d’une réaction secon- 
daire qui s’effectue au cours de l’hydrolyse acide. 


Le fait que la tyrosine est retrouvée intégralement dans les 
hydrolysats acides de protéines formolées et dinitrophénylées sous 
forme de O-DNP-tyrosine (12) peut étre interprété de deux 
maniéres (Blass et Raynaud [8}) : 

1° Dans les anatoxines, il n’y a pas de combinaison du formol 
avec les groupes OH de la tyrosine ; 

2° Les combinaisons éventuelles du formol avec l’OH de la 
tyrosine ont été décomposées par le fluorodinitrobenzéne. 


Cette derniére interprétation semble peu plausible, car Fraenkel- 
Conrat et coll. [8] ont montré la non-réactivité vis-a-vis du formol 
des groupes OH de la tyrosine dans les protéines. 

Pour expliquer le mode d’action du formol sur les protéines 
dans les conditions du tannage du cuir et de préparation des ana- 
toxines, Fraenkel-Conrat et coll. [9] ont proposé le mécanisme 
suivant : 

Le formol formerait des ponts méthyléniques entre les 


a 

groupe e-NH, de la lysine et les groupes réactifs CH du noyau 
Ge 

(12) Si la dinitrophénylation n’est pas compléte, on retrouve une 
faible partie de la tyrosine sous forme de tyrosine libre. 
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phénol (CH en ortho) et du noyau imidazol (13) (réaction du type 
« Mannich ») {4}. 

La liaison méthylénique ainsi formée entre la lysine et la tyro- 
sine est stable dans les conditions de hydrolyse alcaline (fig. 2). 

Au cours de l’hydrolyse acide, le pont méthylénique ainsi forme 
se couperait d’aprés Alexander et coll. (2], probablement a l’en- 
droit indiqué sur Ja figure 2, avec formation de méthyloltyrosine 
(« formol lié irréversiblement »). 


c—CH2— CH—COOH 


HC CH NHe lysine 
if : 
HC icici cca aan 
(B ‘ NHa 
pont méthylénique 
OH 
Fic. 2. — Schéma d’une réaction de condensation du type « Mannich » entre la 


tyrosine et la lysine. 


Il existe de nombreux arguments indirects en faveur de l’hypo- 
thése suivant laquelle le stade irréversible de la liaison entre 
formol et protéine résulterait de la création d’une liaison de type 
« Mannich » entre la tyrosine et l’e-NH, de la lysine (fig. 2). 


Cependant, la démonstration expérimentale réelle n’a pas encore 
été faite, car il faudrait pouvoir isoler, dans les produits de 
Vhydrolyse alcaline, le complexe correspondant a la figure 2. 


RESUME. 


L’absence des taches de tyrosine sur les chromatogrammes des 
hydrolysats acides des anatoxines est due a une réaction secon- 
daire entre la tyrosine et le formol libérés au cours de l’hydrolyse. 


Le produit de cette réaction a les caractéres du polymére décrit 
par Olcott. 


Les teneurs en tyrosine des toxines (tétanique et diphtérique) 
et des anatoxines correspondantes, déterminées par diverses 
méthodes, aprés hydrolyse convenable assurant l’absence des 
réactions secondaires, ont des valeurs rapprochées. 


(13) Des ponts méthyléniques se formeraient également enire 1’s-NH 
de la lysine et les groupes ainidés et guanidylés des protéines. ; 
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SUMMARY 


ABSENCE OF SPOTS CORRESPONDING TO TYROSIN ON THE CHROMATOGRAMS 
OF ACID HYDROLYSATES OF TOXOIDS. 


This absence is due to a secondary reaction between tyrosin 
and formaldehyde which are released during hydrolysis. 

The product of this reaction has the characteristics of the 
polymer described by Olcott. 

The concentrations of tyrosin found in tetanus and diphtheria 
toxoids by various methods, after a convenient hydrolysis yielding 
no secondary reaction, are similar to the concentrations found 
in corresponding toxins. 
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ETUDES SUR L’HYPO-;-GLOBULINEMIE DES ANIMAUX 
SANS GERME (GERM FREE) 


par E. SACQUET, R. VARGUES et H. CHARLIER (*) 


(Centre de Sélection des Animaux de Laboratoire, Gif-sur-Yvette, 
et Ecole de Médecine de Tours) 


Le taux des y-globulines ou immuno-globulines est relativement 
constant pour une espéce animale donnée. Cela est particuliére- 
ment exact pour l’espéce humaine ou ce taux est souvent mesuré 
en raison des incidences pathologiques de ses variations. En 
général, les y-globulines représentent chez les mammiféres 12 
a 15 p. 100 des protéines sériques totales, soit en valeur absolue 
0,8 g alg p. 100 ml de sérum. On sait qu’il existe des varia- 
tions pathologiques de ce taux, par augmentation ou diminution. 
Il existe également des hypo-y-globulinémies physiologiques (chez 
les foetus et animaux nouveau-nés) et des hyper-y-globulinémies 
physiologiques (chez les Africains). Ces variations du taux des 
y-globulines normales posent le probleme de la physiologie de 
la sécrétion des y-globulines et de la régulation de la quantité 
des y-globulines produites. Il est possible d’aborder ce probléme 
par des voies indirectes, en essayant de modifier le taux des 
y-globulines sériques d’un animal par des artifices expérimentaux. 
Il est plus logique d’étudier directement le mode de sécrétion des 
y-globulines en utilisant les animaux aseptiques (1). 


Les travaux de Thorbecke {417, 18], Wostmann [23], Wagner [22] 
au Lobund Institute, Gustafson [4] en Suéde, Miyakawa [9] au 
Japon, ont montré que les poulets, les cobayes, les rats, les souris 
élevés aseptiquement développent peu leurs organes lymphoides 
et possédent peu de y-globulines sériques ; cette hypo-y-globuli- 
némie concorde avec une déficience nette en immuno-globulines. 
Les travaux effectués par les chercheurs ci-dessus sont importants 
et peuvent se résumer ainsi : 


1° Les animaux aseptiques montrent, au niveau des organes 
qui sont chez l’animal classique exposés 4 une flore microbienne 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1° juin 1961. 

(1) Nous employons les termes « aseptique » et « classique » avec un 
sens identique aux termes anglo-saxons correspondants (germ free et 
conventional). Nous gardons l’appellation abrégée S.P.F. (Specific 
Pathogen Free). 
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importante (tube digestif, premiéres voies respiratoires), un déve- 
loppement beaucoup plus faible de leurs organes lymphatiques ; 
ceux-ci contiennent moins de lymphocytes, leur poids est plus 
faible. Dans la paroi intestinale il y a moins de cellules réticulo- 
endothéliales au niveau de Ja muqueuse et de la sous-muqueuse. 

2° D’une maniére générale, il y a une diminution trés nette du 
taux des y-globulines et méme d’autres globulines (f et a), avec 
une augmentation de la fraction albuminique. 


3° Wagner [22] n’a pas observé de différence concernant les 
hétéro-agglutinines. Par contre, chez |’animal aseptique, les seules 
agglutinines anti-bactériennes observées sont celles qui corres- 
pondent a des bactéries tuées, mais encore antigéniques, ingérées 
avec le régime alimentaire. 


L’intérét capital de ces découvertes nous a amenés 4 reprendre 
certaines recherches déja faites, 4 essayer d’augmenter le nombre 
des observations qu’on peut faire sur le sérum des animaux asep- 
tiques. Dans cette note, aprés avoir décrit l’élevage des rats et 
des souris, nous confirmerons l’hypo-y-globulinémie a l’aide du 
test de Sandor {45} par la précipitation isoélectrique des euglo- 
bulines sériques (fiche réticulo-endothéliale) ; nous étudierons le 
pouvoir bactéricide des sérums a l'aide de diverses techniques, 
puis nous donnerons les résultats des dosages du complément 
sérique et des hémolysines. 


ELEVAGE DES ANIMAUX ASEPTIQUES 


Les rats et les souris aseptiques utilisés ont été élevés dans des 
isolateurs de Reyniers [42, 43, 44] et selon les méthodes préco- 
nisées par cet auteur. I] s’agit d’isolateurs en acier inoxydable 
stérilisés par la vapeur 4 120° avant d’étre mis en usage. La 
totalité des substances introduites dans cet isolateur (aliments, 
copeaux de bois servant de litiére, eau de boisson) est préala- 
blement stérilisée par la vapeur a 120° dans un petit autoclave 
faisant partie intégrante de l’isolateur. 


Le régime alimentaire est le régime « L 356 » du Lobund Ins- 
titute dont la formule est la suivante (les quantités correspondent 
a 109,8 g d’aliments) : 

Caséine alimentaire (20 g); huile d’arachide (6,6 g); farine 
de riz (58 g) ; poudre de cellulose (5 g) ; extrait de levure (2 4 
foie desséché (2 g); eau distillée (10 g). 

CaCo, (1,5 g); CaHPO, (0,275 g); K,HPO, (1,125 g); 
Na,HPO, (1 g); NaCl (0,25 g); KI (0,00875 g); MgSO, 7H,O 
(0,375 g); MnSO,.H,O (0,0625 g); Fe (C,H,O,), (0,375 g); 
CuSO,.5H,0 (0,0192); COCI,.6H,O (0,0025 g); ZnSO,.H,O 
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(0,005 g) ; Na,B,O,.10H,O (0,0025 g); Allk(SO,),.12H,0 (0,00375 g). 

Vitamine A (800 U.I.); vitamine D (100 U.I.); vitamine E 
(150 mg); vitamine K,, menadione (10 mg); thiamine (6 mg) ; 
riboflavine (83 mg); nicotinamide (5 mg); acide nicotinique 
(5 mg); panthoténate de calcium (30 mg); choline (200 mg) ; 
pyridoxine (2 mg); pyridoxamine (0,4 mg); biotine (0,1 mg) ; 
acide folique (1 mg); acide paraaminobenzoique (5 mg); vita- 
mine B,, a 0,1 p. 100 dans mannitol (25 mg); acide ascorbique 
(0,2 g); inositol (0,1 g). 

Les rats et les souris sont élevés dans des conditions aseptiques 
depuis un nombre de générations inconnu, mais supérieur a 14. 
Quatre rats (n°* 1, 2, 3 et 4) sont Agés de six mois, six autres 
rats sont 4gés de deux mois. 

Avant chaque prélévement, la stérilité a été vérifiée par ense- 
mencement des féces en milieu thioglycolate, bouillon ordinaire, 
gélose inclinée, gélose Sabouraud. Les rats et les souris asep- 
tiques font l’objet de contrdles tous les quinze jours sur ces 
milieux et sur des milieux additionnés de sang frais. 

‘Les souris S. P. F. sont des sujets aseptiques qui ont été intro- 
duits dans un bAatiment d’élevage soigneusement isolé du milieu 
extérieur : air bactériologiquement filtré, matériel de litiére, 
eau de boisson, cages autoclavés a 120°, aliments autoclavés a 
105° pendant une demi-heure. Le personnel soignant ces ani- 
maux pénétre dans l’élevage aprés avoir pris une douche, s’étre 
soigneusement désinfecté les mains et avoir revétu des vétements 
préalablement stérilisés par autoclavage. Ces animaux S. P. F. 
ont évidemment une flore microbienne, mais celle-ci, bien 
qu’imparfaitement connue, est beaucoup plus pauvre que la flore 
des animaux classiques. Les examens effectués jusqu’a maintenant 
montrent en particulier que les entérobactéries sont extrémement 
rares dans les intestins. Nous n’avons isolé que des Alcaligenes, 
d’ailleurs beaucoup plus abondants dans la bouche que dans les 
intestins, des entérocoques, des lactobacilles et une flore anaé- 
robie non déterminée. 


LA FICHE RETICULO-ENDOTHELIALE 
DES ANIMAUX ASEPTIOUES 


TEcHNIQUE (Vargues [49)). 


‘La méthode de Sandor {415] consiste 4 précipiter les globulines 
sériques peu solubles dans des tampons de force ionique faible 
(inférieure 4 0,01) et de pH divers couvrant l’intervalle compris 
entre pH 7,5 et pH 4,5. La réalisation de ce dosage est trés sim- 
ple quand on dispose de solutions tampons équilibrées et stables. 


706 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La lecture des quantités de protéines précipitées s’effectue au 
photométre (longueur d’onde de 640 my). Les résultats expéri- 
mentaux sont traduits par une courbe de précipitation (valeurs 
des pH en abscisses, quantités de précipité en ordonnées). L’inter- 
prétation de ces courbes se fait en tenant compte du point iso- 
électrique des diverses fractions globuliniques, les y-globulines 
ayant le pHi le plus élevé alors que les a-globulines ont un pHi 
bas. Ces points isoélectriques n’étant pas les mémes quelle que 
soit l’espéce animale étudiée, il convient de comparer les courbes 
obtenues en prenant pour référence celle qui est la plus fréquente 
chez les animaux sains de l’espéce envisagée. 


RESULTATS. 


Dix sérums de rats aseptiques ont été étudiés. Les chiffres 
obtenus sont comparés a ceux qui ont été établis sur de trés nom- 
breux rats classiques (tableau [). 


Tasreau I. 
VALEURS DES pH 
73:2 6,5 6,0 535 550 455 4,0 
Rats classiques 
(moyenne sur Ioorats)| 2+2 | 7+3 | 1846 29+10/30+11 8+4 ° 
Rats aseptiques n°: | 
Vis clokeeie cic, ste eds 6 fo) fo) ¥2 I5 21 9 fo} 
Ce ee ee eee ° ° 7 II 12 MAG, o 
Pret awis\ angie’ sieht nes Mees fo} fo) 5 £2 I4 7d ° 
Wecvicidaiwahn adele fe) oO 4 9 I5 0g fo) 
Lem RS Om Ia ° fe) 3 7 16 nae) ° 
Opto yoteeeteeie tate ite fo) fe) 3 II 17 9 fo) 
Wis sie tay Oia sO SPST fe) fe) 2 9 13 7 fo) 
Sieve oleae ousiars eaees fo) I 3 Io 14 5 fe) 
CS Wiceeoncien hay sc ST fo) i 3 9 15 ‘sf fo) 
LOMA win wiiataiaueine Wie heres fe} ° I 5 r2 6 fe} 
Rats nouveau-nés clas- 
SLOUMES Ais) s.ghoieiel areas I 3 7 14 I5 7 ° 


——— 


Treize sérums de souris aseptiques, 7 sérums de souris S. P. F. 
ont été étudiés et comparés aux sérums des souris classiques et 
a ceux de souriceaux nouveau-nés. Les moyennes des résultats 
sont établies dans le tableau II. 
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Tasieau II. 


VALEURS DES pH 


6,6 | 6,2 | 5,8 |- 5,4 | 5,0 | 4,6 | 4,2 
Souris classiques 
aciitess <2 6 es. 2 7 I5 20 si Io I 
|| Souriceaux nouveau-!| 
| MES Haft Sta sth ous eS I 5 II 16 16 8 fo) 
Souris adultes (speci- 
FICUEECS Sak. cet eT 4 7 13 13 8 ° 
|| Souris adultes asepti- 
MILES .F a2 eloaie ls Sak. ) 3 5 12 13 9 fo) 


Dans ces deux tableaux, les chiffres correspondent aux den- 
sités optiques. 

La figure 1 résume les observations faites sur les euglobines 
des animaux étudiés. 


Rats Souris 
30 
20 
10 
7» 6 5 pH 6 5SpH 
Fie. 1. — Fiches réticulo-endothéliales (F. R. E.). A gauche et de haut en bas: 


F. R. E. de rat classique; F. R. E. de rat nouveau-né; F. R. E. de rat asep- 
tique. A droite et de haut en bas: F.R.E. de souris classique ; F. R. E. de souri- 
ceau nouveau-né; F.R.E. de souris 8. P.F.; F.R.E. de souris aseptique. 


DISCUSSION. 


Le fiche réticulo-endothéliale souligne l’importance de Vhypo- 
y-globulinémie. Les euglobines qui précipitent au-dessus de pH 6 
avec les sérums d’animaux classiques font défaut dans les 
sérums des animaux aseptiques. Les souris S.P.F. ont 
un taux de y-euglobulines intermédiaire entre le taux des ani- 
maux classiques et celui des animaux aseptiques. [Les résultats 
de la fiche réticulo-endothéliale sont si nets qu’il est possible de 
distinguer l’état aseptique au seul aspect des tubes de réaction, 
ou en mettant en paralléle les courbes fournies par des animaux 
aseptiques et celles des animaux témoins. 
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On remarquera en outre que le sérum des rats et sourls asep- 
liques est moins riche en y-globulines que le sérum des animaux 
nouveau-nés issus de méres classiques. Bien que les animaux 
étudiés ne soient pas de la méme lignée, ce fait s’explique puis- 
que le taux des y-globulines des nouveau-nés provient du passage 
transplacentaire des y-globulines maternelles chez les espéces a 
placenta perméable. 


Nous avons vérifié que les diagrammes d’électrophorése (élec- 
trophorése sur papier) correspondent a ceux décrits par Gustaf- 
son et Laurell {4, 6]. Sur les papiers, la tache y est pratiquement 
absente, tandis que la tache albuminique est plus intense chez les 
animaux aseptiques que chez les témoins classiques. Enfin, pour 
illustrer l’abaissement relatif des p-globulines, nous avons employé 
le test de Burstein {4] a l’héparine. L’indice de Burstein tel que 
nous l’établissons est égal 4 10 + 5 degrés optiques chez le rat 
classique. Les sérums de rat aseptique ont donné des indices 
égaux 4 9, 5, 4 et 5 degrés optiques. 


PROPRIETES BACTERICIDES 
DES SERUMS DES ANIMAUX ASEPTIQUES 


TECHNIQUES. 


Nous mettons en ceuvre concurremment quatre techniques afin 
de controler leur valeur. 


1° AcTION DES SERUMS SUR LA RESPIRATION DES BACTERIES. — On 
utilise les sérums frais dilués dans du tampon phosphate mono- 
potassique-disodique 0,06 M de pH 7 (0,1 ml de sérum dans 
0,4 ml de tampon) ; on ajoute 0,1 ml de sérum frais de cobaye, 
inactif par lui-méme sur les bactéries utilisées, mais apportant 
un exces de complément; enfin, on ajoute la suspension des 
bactéries non proliférantes sous un volume de 0,5 ml; cette sus- 
pension est faite avec des bactéries cultivées sur gélose nutri- 
tive pendant vingt-quatre heures a 37°, débarrassées des peptones 
du milieu, qui sont anticomplémentaires, par trois lavages avec 
le tampon phosphate ; la densité bactérienne est ajustée par titrage 
photométrique, de telle sorte que la suspension contienne environ 
3 milliards de germes/millilitre. Le mélange ainsi préparé, sérum 
+ complément + bactéries, est laissé trente minutes a la tem- 
pérature ordinaire. Aprés les trente minutes de contact, on ajoute 
1 ml de tampon phosphate glucosé a 4 g de glucose pour 100 ml. 
Un volume de 1,5 ml de chaque préparation est versé dans le 
réservoir principal d’une fiole de Warburg ; dans le puits central 


LES ANIMAUX GERM FREE 709 


on a placé 0,2 ml de potasse a 10 g p. 100. La fiole est fixée au 
manomeétre et portée dans le bain-marie 4 37°. Aprés obtention 
de l’équilibre thermique, on mesure les dénivellations manométri- 
ques de quinze en quinze minutes pendant deux 4a trois heures. A 
Yaide des constantes de fioles, on détermine les volumes d’oxy- 
géne absorbé en microlitres, et on trace les courbes de consom- 
mation d’oxygéne par heure et pour 1 milliard de bactéries. Cha- 
que série expérimentale comporte l'étude de l’action de 10 a 
12 sérums. Deux fioles supplémentaires servent de témoins (Var- 
gues, Grenier et Moraud [24)). 


2° ACTION BACTERIOLYTIQUE DES séRUMS. — Colobert et Kirn [2] 
ont étudié Vaction bactériolytique des sérums et l’attribuent a 
une protéine spéciale dite « obsistine ». En nous servant des 
données fournies par ces auteurs, nous complétons l’étude de 
l’action des sérums sur la respiration bactérienne par la recher- 
che de l’effet bactériolytique. Quand les mesures de respiration 
sont achevées, on préléve le contenu du réservoir principal et 
on en détermine la densité optique. Ce chiffre est comparé a 
celui fourni par les témoins qui n’ont pas recu de sérum a 
éprouver. Ces mesures de densité optique sont faites au photo- 
métre de Meunier avec des cuves de 0,5 cm de largeur utile et 
avec un filtre rouge n° 62. L’indice de bactériolyse est défini 
comme le rapport entre l’abaissement de la densité optique cons- 
taté avec un sérum et la densité optique des tubes témoins. Les 
sérums actifs ont un indice de bactériolyse égal 4 0,75 (ou 75 
p. 100). 


AcTION DES SERUMS SUR LA MORPHOLOGIE DES GERMES. — 
oon détermination de l’indice de bactériolyse, on préléve une 
goutte de chaque préparation. L’examen microscopique se fait 
aprés étalement, fixation et coloration simple au bleu de méthy- 
lene. Selon l’activité des sérums, les corps bactériens peuvent 
avoir gardé leur morphologie classique, étre agglutinés, donner 
des images de gonflement du protoplasme ou de transformation 
en corpuscules sphériques de grande taille (sphéroplastes), ou 
enfin étre totalement lysés et donc invisibles. 


4° DETERMINATION DU POUVOIR BACTERICIDE PAR NUMERATION DES 
GERMES RESTES VIABLES. — Les techniques précédentes sont enfin 
comparées a la technique classique d’étude du pouvoir bactéricide 
des sérums par numération de colonies sur gélose nutritive. A 
cet effet, on ensemence dans du milieu nutritif gélosé un volume 
de 5 microlitres du mélange bactéries + sérum + complément. 
Les colonies sont comptées aprés vingt-quatre heures de séjour 
Eerie 
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RECHERCHES EFFECTUEES SUR LES SERUMS DE RATS. 


A. Action anti-bactérienne des sérums de rats aseptiques et de 
rats classiques vis-a-vis de différentes espéces bactériennes. — 
La faible quantité de sérum nécessaire pour les tests énumérés 
ci-dessus nous a permis d’étudier l’action des sérums sur 138 
souches bactériennes. Ces souches proviennent pour la plupart 
de la Faculté de Pharmacie de Paris (chaire de M”® Lambin) ; 
les souches d’Escherichia coli (K 12), de Salmonella typhi (901-0) 
de Shigella dysenteriae (type I) et de Bacillus megaterium pro- 
viennent de la collection de |’institut Pasteur. 

Le tableau III résume les résultats des mesures respiromé- 
triques. Les chiffres indiquent la consommation d’oxygéne en 
microlitres par heure et pour 1 milliard de germes. 


Tasieau III. 


oF) 

Hs 5 > 

ZER ze3 

Sm Sus 

ah BS 2 ; 

Ho” are) FIOLE TEMOIN 

SOUCHE MICROBIENNE ae aa r (sans sérum 

noes hier a éprouver) 

ags abe 

a a et BY 

SB BoA 

OQ KO 
Staphylococcus aureus .... 57 47 53 
Staphylococcus albus...... 34 33 ; 30 
Sarcina lutea...........- 28 18 30 
Escherichia coli (K 12).... 43 i 41 
Klebsiella pneumoniae .... 46 45 45 
Salmonella typhi (go1-o) .. 44 2I 42 
Shigella dysenteriae ...... 28 13 24 
Proteus vulgaris ......... 42 38 50 
Pseudomonas aeruginosa .. 63 58 60 
Serratia marcescens....... 42 41 45 
Bacillus subtilis.......... fo) fo) fe) 
Bacillus megatevium...... 14 15 14 
Mycobaterium phlei ...... 50 28 32 


Parmi ces espéces bactériennes, seules Escherichia coli, Sal- 
monella typhi et Shigella dysenteriae sont sensibles a l’effet bac- 


tériologique des sérums. Les indices de bactériolyse sont rapportés 
dans le tableau IV. 
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TasLteau IV. 


SERUM DE RAT SERUM DE RAT 
ASEPTIQUE CLASSIQUE 
| (en %) (en %) 
FESORCVECHUG COW wo ow ces see ots 15 66 
Salmonella typhi ...........4.. ° 10 
Shigella dysenteriae............ Io 30 | 


En conséquence, on voit que les sérums de rats classiques sont 
actifs sur la respiration des sarcines, des colibacilles, des bacilles 
d’Eberth et de Shiga, et inhibent en partie le métabolisme respi- 
ratoire de ces germes. Les sérums des rats aseptiques sont pra- 
tiquement inactifs sur la respiration des bactéries étudiées. 


B. Action des sérums de rats aseptiques sur Escherichia coli. — 
Parmi les souches les plus sensibles aux sérums des rats clas- 
siques se trouve la souche K12 d’Escherichia coli. Cette souche 
a servi a effectuer des recherches plus précises. Dans le tableau V 
nous donnons les résultats obtenus avec 8 sérums de rats (4 d’entre 
eux proviennent d’animaux classiques, les 4 autres proviennent 
d’animaux aseptiques). 


TaBLEAu V. 


TEMPS EN MINUTES 

I5 | 30| 45 | 60}! 75 | 90}105)120 

Rats classiques numéros : 
o7 AMHR ae EAE Site's Mates = cies atces ata = tals TS Mieatall COMM Z) Set ON mo) HmEO 
VEG NAC EOC, OF SIAL tere hie PAC eZ) Onley: |e) Ol ONO 
IES OH BOLO AI SBD OO GOODIE OL OENO C5 iho Beil emp sells os! oy] bil ao 
HL fowe cs cn RO ONC AOI ES HOO TROT TO} Suir" (07 @ |" O10] =o 

|| Rats aseptiques numéros : 
i SS Sean a onl CO gu aes an eeor SAN onl pill GAN. sey | Mop | Spl 3 
GR ho EST EE ic OMS HORROR UE L2G agai ere Ne 7a Out: 
2 Pele Sidhe Siok OS CICA RIO AION TOU So) Olea eega less aeons 
fh OO AEN OD, ORO RO-n CaO Oot E28) Se S| eA (ae ees) |r| 
Témoins (sans sérum de rat) ....... Ei LAaelS et Tale cON eco us aed 


Les chiffres indiquent le nombre de microlitres d’O, consommés en 15 minutes. 
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Les courbes de la figure 2 illustrent les résultats. 

On constate done que les sérums des rats classiques bloquent 
rapidement l’activité respiratoire d’Escherichia coli, alors que les 
sérums des rats aseptiques sont moins actifs. 

Les mesures de densité bactérienne faites au photometre en vue 
de déterminer V’indice bactériologique ont fourni les chiffres sui- 
vants : 31 degrés optiques pour les suspensions servant de 
témoins, 13 degrés optiques pour les bactéries soumises a l’action 
des sérums de rats classiques et 17 degrés optiques pour les coli- 
bacilles traités avec des sérums de rats aseptiques. Les sérums 


microlitres d’O, acuiones 


30 


20 ASEPTIQUE 


i CLASSIQUE 


1S 30 45 60 75 minutes 


Fic. 2. — Courbes de consommation d’oxygéne. — De haut en bas: Témoin = 

respiration d’E. coli en l’absence de sérum & tester. Au-dessous = action légére- 

ment frénatrice de 4 sérums de rats aseptiques. En bas = action bloquante de 
4 sérums de rats classiques. 


de rats aseptiques ont done une certaine action sur les cellules 
bactériennes. L’observation microscopique confirme ce fait en 
montrant la formation de sphéroplastes typiques (fig. 3). 


Enfin les numérations des germes viables aprés action des 
sérums montrent que l’action des sérums est importante, bien 
qu’elle n’aboutisse pas a une stérilisation totale : 


a) Suspension bactérienne témoin ............. 1 000 colonies 
b) E. coli + sérums de rats classiques 
SOLU Me Ag ey.uttarcts cc chances tae ee a oekrs 30 colonies 
SEruriy a1 CaO bercran ans ove muestra cate rece ete 35 colonies 
SOLUS TO. ot eae tore aoe eae eee 4 colonies 
Gia NOY Minnen Onc s So cS Obor Sar saoeatd 36 colonies 
c) E. coli + sérums de rats aseptiques 
Séruma) nose eect eae a aene eee ee 200 colonies 
Sérumi N°: joscifomsemiarsbaeiboe per eee re 250 colonies 
SérumiNe-3e. ocmtoe aor acer bone oe eee 200 colonies 


Sérumn: 114s. pec ee 120 colonies 
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En conclusion, il faut noter la concordance étroite qui existe 
entre les quatre techniques utilisées. Cette concordance se 
retrouve systématiquement quelle que soit la nature du sérum 
éprouvé. Dans le cas particulier, elle souligne la faible activité 
du sérum des animaux aseptiques comparée A celle des animaux 
classiques. 


Fic. 3. — Modifications morphologiques d’Escherichia coli dues a l’action anti- 

bactérienne des sérums. A gauche: en présence d’un sérum inactif, les corps bacté- 

riens restent nombreux et gardent leur aspect classique. A droite ; aprés action d’un 

sérum, les corps bactériens sont rares. Par places on découvre des amas agglomérés 
de colibacilles transformés en sphéroplastes. 


RECHERCHES EFFECTUEES AVEC DES SERUMS DE SOURIS. 


La souris posséde un sang pratiquement dénué de toute activité 
bactéricide. Marcus et ses collaborateurs [8] n’ont pu obtenir 
d’action bactéricide vis-a-vis des entérobactéries, des vibrions, 
du gonocoque, du B. subtilis ou du pneumocoque. En 1956, 
Muschel [40] a essayé d’expliquer cette carence en bactéricidines 
par le déficit en complément. Cependant les expériences de Muschel 
n’ont pu étre confirmées par Despaux [8]. 

Nos propres essais, effectués d’abord sur des souris classiques, 
ont abouti au méme résultat, a savoir: l’absence d’activité des 
sérums frais enrichis de complément vis-a-vis des entérobactéries, 
Les mémes préparations (sérum de souris + complément de 
cobaye) sont actives sur Bacillus subtilis et Bacillus megaterium, 
mais l’activité provient en partie du seul sérum de cobaye. Nous 
avons choisi d’étudier l’action des sérums frais, sans addition de 
sérum de cobaye, sur B. megaterium. Nous utilisons une culture 
de B. megaterium agée de 6 heures seulement ; les cultures de 
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24 heures ont en effet une trop faible activité respiratoire. Les 
cellules bactériennes, prélevées en phase de croissance loga- 
rithmique sont lavées avec la solution tampon et les manipulations 
sont ensuite les mémes que celles exposées plus haut (tableau VI). 


Tasieau VI. 


MICROLITRES D'ox-| ; 
| GENE ABSORBES | BACTERIOLYSE 
PAR HEURE | 
| 
Témoins sans sérum a tester ... 40 } pas de lyse || 
Souris classiques ............--| 18 a 24 lyse nette (50%) || 
SOURS ais Sousa eee ce - 16 a 28 | lyse nette (45%) | 
WouTis asepligques: 26/2. 5-5. << 24 & 28 | lyse nette (45%) | 


Il n’existe done pas de différences significatives entre les 
diverses catégories de sérums étudiées. En raison de l’absence 
de complément dans le sérum de souris, on ne peut savoir si 
Vactivité anti-megaterium observée est d’ordre spécifique (par 
immuno-globulines), ou non spécifique (par le lysozyme). 


HEMOLYSINES ET COMPLEMENT 
DES SERUMS DES ANIMAUX ASEPTIQUES. 


HEMOLYSINES NATURELLES. — L’une des découvertes les plus 
nettes effectuées grace aux animaux aseptiques est celle de 
Springer [46], qui démontre que chez le poulet il n’existe pas 
d’agglutinines «naturelles» contre les hématies humaines du 
groupe B. Les agglutinines anti-B, qui apparaissent chez le poulet 
classique au cours de sa croissance, font défaut chez l’animal 
aseptique. Cependant, ces poulets aseptiques peuvent acquérir de 
telles agglutinines anti-B s‘ils recgoivent dans leur régime alimen- 
taire du colibacille (souche O8B7). Un seul repas contaminant, 
au dix-neuviéme jour de vie, entraine une monocontamination 
massive et persistante du tube digestif. Au quarante-deuxiéme jour 
et au soixante-sixiéme jour, ces poulets monocontaminés ont un 
sérum riche en agglutinines anti-B. 


Nous avons recherché les anticorps actifs sur les hématies de 
mouton et d’>homme du groupe O. Nous avons préféré rechercher 
les hémolysines dont la mise en évidence n’est pas discutable, 
alors que les nombreuses méthodes de lecture des hémagglutina- 
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tions laissent a l’expérimentateur une trop grande latitude d’inter- 
prétation. Afin d’agir en excés de complément, nous avons ajouté 
du sérum frais de cobaye dans la recherche des hémolysines anti- 
mouton et du sérum frais humain dans la recherche des hémo- 
lysines anti-humaines. 

En ce qui concerne les hémolysines anti-mouton, les résultats 
sont nets. Tous les sérums de rats classiques étudiés possédent 
des hémolysines, actives encore quand le sérum est dilué au 1/40. 
Les trois sérums de rats aseptiques mis en expérience n’ont montré 
aucune action hémolytique. I] faut cependant noter que les deux 
catégories d’animaux provenaient de deux laboratoires différents, 
le régime alimentaire des animaux classiques utilisés ne corres- 
pondait pas au régime indiqué au début de ce travail. 

Les hémolysines anti-humaines sont moins actives et moins fré- 
quentes chez les rats classiques : les 2/3 des sérums manifestent 
une activité hémolytique lente a se produire et le taux de dilution 
active ne dépasse pas le 1/4. Les trois sérums de rats aseptiques 
n’ont pas hémolysé les globules humains. 


TauxX DU COMPLEMENT. — La seule référence qui fait état du 
dosage du complément chez des rats aseptiques est celle de 
Pillemer en 1956 [44]. Le résultat de ces dosages est rapporté par 
Reyniers [42}. Ils concernent les sérums de trois rats aseptiques. 
Ces trois sérums ont un taux de complément de 50 unités, alors 
que le titre normal est de 65 a 80 unités selon la technique utilisée. 
Pillemer note en méme temps que l’abaissement du taux du 
complément porte sur chacun des quatre composants C’l, C’2, 

3 et C’4 (2). 

Nous avons dosé le complément des sérums de rats selon une 
technique cinétique (Vargues {20]). On prépare une suspension de 
globules de mouton hypersensibilisés, suspension faite en tampon 
de Mayer et Levine ; cette suspension titre seulement 1 000 héma- 
ties au millimétre cube. A 5 cm? de cette suspension maintenue 
a 37° par un dispositif thermostatique dans une cuve photomé- 
trique de largeur utile égale 4 20 mm, on ajoute 0,1 ml du sérum 
a doser. Le mélange est constamment agité par un agitateur 
électromagnétique. Le développement de l’hémolyse est suivi au 
photométre de Meunier. On note au chronométre le temps néces- 
saire pour obtenir la lyse de 50 p. 100 des hématies utilisées. Ce 
temps d’hémolyse 50 p. 100 (t H50), rapporté a la courbe de réfé- 
rence, fournit immédiatement le nombre d’unités de complément 


(2) En 1960, Nexton (W. L.), Pennington (R. M.) et Lieberman (J. E.) 
ont trouvé les mémes taux de complément sérique chez des cobayes 
aseptiques et chez des cobayes classiques (Proc. Soc, exp. Biol., 1960, 
104, 486). 
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présent dans la prise d’essai. Le calcul fournit le nombre d’unités 
par millilitre de sérum, l’unité d’hémolyse a 50 p. 100 étant « la 
plus petite quantité de sérum qui hémolyse en trente minutes un 
minimum d’hématies de mouton hypersensibilisées, le volume final 
de la réaction d’hémolyse étant ramené a 1 ml ». Selon cette défi- 
nition et quelle que soit la technique (méthode des dilutions ou 
méthodes cinétiques), le nombre d’unités d’hémolyse 4 50 p. 100 
est de 800 pour le sérum de rat. 


Les sérums de rats aseptiques ont donné les chiffres rapportés 
au tableau VII : 


TasLeaAu VII. 


TEMPS D’HEMOLYSE 
50% (sérum 
dilué au 1/50) 


NOMBRE D’UNITES 
D’HEMOLYSE A 50 % 


Rats classiques : 
@hifires extremes ye ay ttt ae 558 — 958 g00 — 650 
geKOW Keely 44.5 Nigra esos Geo oe as 65s 750 


Rats aseptiques numéros : 


Liskov eile chews att aerial asi © imstere 180s 200 

DIN atepcuas Shes poteetalalteraasc ew & 5078S 75 

Seite cmos BS Slow vohunce-Drolis ano pas de lyse 

eR ee SO re pas de lyse 

SPA oncs in Yarrer's iol nh PRS Teae te EPCS Pa le 87s 500 

Oneal ce hater Ne etah SV hobs olttas al eBote 30mn 50 

Gf Ra OARS ety HS CoS, CUO SRC cs NE 1368 275 

So rebctnak, Siren cunsaga tone mPa clexcuoyeretans 114s 350 

Orn rons Sicha area emer POV RA 181s 200 
TQ oes peer shan sachs SEYF oeaus oes 83s *500 


On note done une diminution du taux du complément chez les 
rats aseptiques. On doit cependant faire des réserves pour les 
rats n°* 2, 3, 4 et 7 dont l’activité complémentaire est trés faible ; 
en effet, les dosages de complément sont parfois faussés par des 
erreurs de prélévement (les sérums 2 et 3 ont été collectés dans 
la cavité pleurale des animaux morts au cours de la ponction car- 
diaque) ou par une instabilité particuliére a certains sérums 


(Vargues [20)). 


En utilisant les sérums n°* 6 et 9, de faible activité complémen- 
taire, nous avons recherché quelle était la fraction du complément 
déficiente. A une quantité fixe de sérum (0,1 ml) on ajoute des 
volumes des réactifs Rl, R2 ou du sérum chauffé, volumes corres- 
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pondant a 0,1 ml de sérum humain. Le dosage d’activité est fait 
sous un volume de 1 ml en déterminant le temps nécessaire a la 
lyse. Le dosage est représenté dans le tableau VIII. 

La faible quantité de complément semble due surtout a une défi- 
cience en C’2, cependant, les autres fractions semblent également 
diminuées. 


TasLeav VIII. 


| <n cs ° 
4 o o Sa, 2 3c 
s ie Q 2 
3 l I Ee nga % 
a= —> St a ae Bos one 
ae ar oe +e ang ae 

% % 3) <4 Sp 
=8 ae ear Sie ees Ha ¢ 
pe Se ane eee gav Pio 
% H = i mA 
eos U ie) [o4 ear peel 
n < 4 ou n as: 

i) % A 
oO, Ost — — 0,8 3 
o,1 — o,1 — 0,8 12 
O,1 = — o,1 0,8 8 

st a= == — 0,8 20 
RECHERCHES EFFECTUEES SUR LES SERUMS DE SOURIS. — Les 


recherches faites sur le complément des souris aseptiques et des 
souris S.P. F. ont été décevantes, en raison de l’impossibilité 
de mettre en évidence une activité complémentaire dans le sérum 
des souris classiques (Mac Ghee {7]). Afin de diluer le moins 
possible le sérum, nous avons employé le procédé suivant : dans 
un tube capillaire (extrémité d’une pipette Pasteur) on introduit 
0,05 ml de sérum de souris et 0,05 ml de la suspension d’hématies 
sensibilisées ; le tube est scellé et porté a 37°. Cette technique est 
capable de détecter des quantités de complément aussi faible 
que 2 unités au millilitre, puisque le sérum est seulement dilué 
au 1/2. Cependant, méme avec cette technique, les sérums de 
souris classiques, aseptiques ou S. P.F. n’ont montré aucune 
activité complémentaire. 


DISCUSSION 


Les résultats rapportés dans ce travail sont surtout une confir- 
mation des travaux des auteurs américains, confirmation faite avec 
des techniques qui nous sont propres. Nous avons montré la 
grande sensibilité du test de Sandor (fiche réticulo-endothéhale) 
dans |’étude des globulines et la détection des hypo-y-globuliné- 
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mies. Les dosages de bactéricidie et de bactériolyse sont concor- 
dants et vérifiés par les modifications morphologiques. Enfin, les 
dosages du complément par la méthode cinétique soulignent le 
déficit en complément des sérums de rats aseptiques par rapport 
aux sérums des rats classiques. Ces faits soulignent l’intérét de 
l'étude des élevages aseptiques. Dans de telles études il faut se 
garder de tirer hativement des lois générales concernant l’action 
du milieu septique sur l’organisme des mammiferes et les réactions 
des animaux aseptiques vis-a-vis de ce milieu septique. Cvest 
pourquoi nous discuterons seulement des déductions qu’on peut 
faire au sujet de l’hypo-y-globulinémie des animaux aseptiques. 


Il se pose d’abord un probléme de terminologie. Pour la 
commodité de l’exposé, nous employons le terme « d’hypo-y-glo- 
bulinémie » pour caractériser le sérum des animaux aseptiques. 
Ce faisant, nous acceptons l’idée d’une vie « anormale » dans les 
isolateurs stériles, et nous prenons comme animal « normal » le 
type classique dont on ignore les conditions d’infestation micro- 
bienne. Or, le probleme se pose de maniére inverse. L’animal 
« pur », qui doit servir de référence, c’est l’animal aseptique, ce 
sera peut-étre dans l’avenir ]’animal « antigen free ». En ]|’absence 
de toute incitation antigénique, les immuno-globulines ne sont pas 
produites. Cependant, la sécrétion d’immuno-globulines dans une 
oS hes septique doit également étre considérée comme « nor- 
male ». 


Les expériences faites avec les animaux aseptiques posent direc- 
tement le probleme de la régulation du taux des y-globulines pro- 
duites chez l’animal classique. Dans un milieu septique, |’ organisme 
se trouve pluricontaminé. II] s’ensuit une sécrétion de y-globulines. 
Ce phénomeéne est net chez les animaux nouveau-nés ; certains 
d’entre eux (bovidés par exemple) sont a-y-globulinéntiques en rai- 
son de l’imperméabilité du placenta qui est du type épithélio-cho- 
rial ; chez ces animaux, le taux des y-globulines s’éléve peu 4 peu 
pour atteindre un taux normal vers le troisiéme mois (Hitzig (5). 
Le phénoméne est moins net chez les nouveau-nés d’homme ou de 
rongeurs en raison de la perméabilité placentaire ; cependant, 
aprés la naissance le taux des y-globulines décroit (consomma- 
tion des globulines transmises par la mére), pour croitre quand 
les incitations antigéniques ont déclenché le mécanisme de la for- 
mation des anticorps. Selon importance de la pollution du milieu, 
la sécrétion des y-globulines va étre faible ou forte. Les animaux 
5S. P. F. ont un taux de y-globulines intermédiaire entre celui des 
animaux aseptiques et celui des animaux classiques. Chez l’espéce 
humaine, il semble qu’on posséde un exemple de cette différence 
physiologique du taux des y-globulines sériques quand on compare 
les sérums d’Européens et d’Africains. Nous avons en outre 
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observé que des rats classiques provenant d’élevages différents 
montrent des taux inégaux de y-globulines, nous recherchons si 
ce fait est d’ordre écologique ou génétique. Par conséquent, il 
semble que la régulation du taux des y-globulines est en rapport 
avec les incitations antigéniques du milieu ; :1 serait fonction de 
la somme de ces incitations antigéniques. 


Les observations précédentes aboutissent A une individualité 
physiologique des y-globulines par rapport aux autres fractions 
protéiniques du sérum. Cependant on doit souligner que l’analyse 
des y-globulines ne doit pas se faire isolément. Nous avons vu 
que le sérum des rats aseptiques a un taux de §-lipo-globulines 
(indice de Burstein) abaissé. Wostmann [23] a montré que l’hypo- 
y-globulinémie s’accompagnait de baisse des globulines f et a, et 
d’une augmentation de l’albumine sérique. La baisse des f- et 
a,-globulines est peut-étre en rapport avec l’extension de l’aire 
des immuno-globulines vers les bandes pf et a, extension marquée 
par l’étalement des arcs y-globuliniques a l’immuno-électropho- 
rése. L’augmentation de l’albuminémie en l’absence de y-globu- 
linémie physiologique doit faire admettre un mécanisme de 
régulation existant normalement entre la sécrétion des diverses 
fractions protéiniques. 


CONCLUSION 


Des rats et des souris aseptiques et S. P. F. ont été élevés dans 
des isolateurs de Reyniers, selon les techniques de cet auteur, et 
nourris avec le régime « L 356 » du Lobund Institute. Le taux 
de y-globulinémie des animaux est étudié au moyen du test de 
Sandor (fiche réticulo-endothéliale) ; ce test montre qu’il n’existe 
pas, chez les animaux aseptiques, d’euglobulines capables de 
précipiter dans la zone de pH qui correspond a la précipita- 
tion des y-globulines; les animaux S.P.F. ont un taux de 
y-euglobulines moindre que celui des animaux classiques. La 
détermination de l’activité antibactérienne des sérums a été faite 
par mesure de l’inhibition des échanges respiratoires de différents 
germes, Escherichia coli en particulier, par mesure de la bacté- 
riolyse, par comptage des germes viables sur gélose et par obser- 
vation des modifications morphologiques des germes. Ces quatre 
méthodes fournissent des résultats concordants et montrent que 
activité antibactérienne des sérums des animaux aseptiques n’est 
pas nulle, mais qu’elle est beaucoup plus faible que celle des ani- 
maux classiques. Enfin, la recherche des hémolysines anti-mouton, 
positive chez les rats classiques, est négative chez les rats asep- 
tiques ; le taux de complément est diminué chez les rats aseptiques. 
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SUMMARY 


STUDIES ON HYPO-y-GLOBULINEMIA IN GERM FREE ANIMALS. 


Germ free and S. P. F. (Specific Pathogen Free) rats and mice 
were bred in Reyniers’ isolators, according to this author’s tech- 
nique, and fed with the L356 diet from the Lobund Institute. The 
y-globulinemia level was studied by means of Sandor’s test (reti- 
culo-endothelial files). This test shows that germ free animals 
do not possess euglobulins precipitating in the pH zone corres- 
ponding to y-globulin precipitation; in S.P.F. animals, the 
y-globulin level is lower than in conventional animals. Determi- 
nation of antibacterial activity of the sera was carried out by 
evaluating the inhibition of respiratory capacity of various germs, 
especially E. coli, by evaluating bacteriolysis, by enumeration of 
viable germs on agar, and by study of the morphological altera- 
tions of these germs. 

The results of these four methods are in good accordance, and 
show that the antibacterial activity of sera of germ free animals is 
not nil, but much lower than in conventional animals. 

Finally, the serum of conventional rats contains anti-sheep 
hemolysins, that of germ free rats does not contain these hemo- 
lysins. The complement level is lowered in germ free rats. 
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RESISTANCE INSTABLE PHENOTYPIQUE 
A L’ERYTHROMYCINE 
CHEZ STAPHYLOCOCCUS PYOGENES 


par R. WAHL et J. FOUACE (*). 


(Institut Pasteur) 


Nous avons observé qu’aprés un ensemencement dense d'une 
souche de Staph. pyogenes sensible a l’antibiotique, des bacté- 
ries qui se multiplient en milieu contenant de l’érythromycine 
donnent des clones appartenant 4 deux catégories différentes 
les uns présentent a l’antibiotique une résistance stable, géno- 
typique ; les autres une résistance instable, qui disparait rapi- 
dement dans des subcultures faites en l’absence d’érythromycine. 

De méme, quelques-unes des bactéries d’une souche génoty- 
piquement résistante 4 une dose déterminée d’érythromycine peu- 
vent se multiplier en présence de doses supérieures grace 4 une 
résistance instable, qui s’abaisse rapidement au niveau de la résis- 
tance génotypique de la souche dans les subcultures faites en 
Vabsence de l’antibiotique. 

Les caractéres des mutants de la souche a résistance stable 
ont été décrits précédemment (Wahl et Fouace [2, 3}). Ceux des 
bactéries a résistance instable sont étudiés dans le présent travail. 


I. — MATERIEL ET METHODES 


Miievux DE CULTURE. — Ils ont été indiqués dans la publication précé- 
dente. Rappelons que le pH des milieux ne doit en aucun cas étre 
inférieur 4 7,1 (ou 7,0) car V’action de l’érythromycine est plus ou 


moins inhibée (et d’autant plus que le pH est plus bas) pour les pH 
inférieurs a 7,0. 


SoUCHES BACTERIENNES. — Nous avons décrit dans des publications pré- 
cédentes, chez une souche de Staph. pyogenes possédant deux prophages, 
deux mutations caractérisées chacune par l’acquisition d’un échelon 
de résistance stable 4 l’érythromycine et par la perte d’un prophage. 


(*) Manuscrit recu le 16 juin 1961. 
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Le présent travail porte sur la souche originelle (souche O) et sur 
deux souches (I et II) dérivées respectivement d’un mutant génotypi- 
quement résistant de chaque échelon. 

La souche O sensible 4 0,5 ug/ml d’érythromycine, est porteuse 
des deux prophages x et y. 

La souche I, génotypiquement résistante 4 3 pg/ml d’érythromycine, 
est porteuse seulement du prophage y. 

La souche II, génotypiquement résistante & 100 ng/ml d’érythromy- 
cine, a perdu les deux prophages x et y. 

Rappelons que les trois souches se distinguent également entre elles 
par les phages auxquels elles sont réceptives. La souche O est réceptive a 
un certain nombre de phages. La souche I est réceptive aux mémes 
phages que la souche O, mais sa réceptivité s’étend en plus a d’autres 
phages. La souche II est réceptive aux mémes phages que la souche I, 
mais sa réceptivité s’étend encore 4 d’autres phages supplémentaires. 

Chaque souche est génétiquement stable, c’est-’-dire que toutes les 
subcultures en série et tous les clones qui en sont issus ont le méme 
degré de sensibilité ou de résistance stable 4 ]’érythromycine et les 
mémes prophages, si elle en a. La souche I peut perdre sa résistance 
stable 4 l’érythromycine par l’effet d’une transduction par le phage X, 
ce qui est une preuve de plus du caractére génotypique de cette résis- 
tance. 

La méthode d’évaluation de la résistance & Vérythromycine a été 
décrite dans la publication précédente. 


II. — ISOLEMENT, A PARTIR DE LA SOUCHE 0, 
DE BACTERIES RESISTANTES 


Les concentrations d’érythromycine (en microgrammes par mil- 
lilitres utilisées ont été de 0,5, 1, 1,5, 3, 4, 5, 6, 12, 25, 50, 100. 

La fréquence d’apparition de bactéries a résistance non géno- 
typique dans une population de bactéries sensibles est du méme 
ordre que celle de l’apparition des mutants vrais. Elle varie 
toutefois légérement (entre 1.10—-* et 5.10—*) suivant la concen- 
tration d’érythromycine. Les ensemencements doivent donc étre 
trés abondants. Par ailleurs ces bactéries, 4 l’origine, ne sont 
eapables de se multiplier que sur des doses relativement peu 
élevées (mais variables) d’érythromycine. Nous verrons qu’on 
peut ensuite augmenter cette résistance. 

En bouillon contenant 0,5, 1,5 et 3 ug/ml d’érythromycine, 
aprés ensemencement de 10° ou de 10° bactéries par millilitre, 
on observe entre le deuxiéme et le sixiéme jour une croissance 
lente et limitée. Cette croissance est d’autant plus tardive que 
la dose d’érythromycine est plus forte et la concentration des 
bactéries plus faible. 
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On y trouve aussi bien des mutants résistants vrais que des 
bactéries a résistance instable. On ne peut bien isoler les clones 
qu’a partir des colonies sur gélose. 


Sur gélose, les résultats dépendent de la concentration de |’éry- 
thromycine et de la densité de l’ensemencement. 


1° Dans le cas d’un ensemencement de 10° et 10° bactéries/ml, 
méme si la dose d’érythromycine n’est que de 0,5 ug/ml, on 
n’oblient pas de croissance. Toutes Jes bactéries sont donc tuées 
immédiatement. 


2° Dans le cas d’un ensemencement de 5.10® a 1.10” bacté- 
ries/ml, les résultats varient avee la concentration d’érythromy- 
cine. 


a) Avec les concentrations d’érythromycine comprises entre 
0,5 et 12 ug/ml, on observe d’une part une croissance abortive, 
portant sur une partie de la population de plus en plus petite 
au fur et 4 mesure que les concentrations d’érythromycine devien- 
nent plus fortes, et d’autre part quelques colonies qui se dévelop- 
pent bien. 


La densité de la culture abortive elle-méme varie avec la dose 
d’érythromycine : 

Ainsi, avec 0,5 et 1,5 pg/ml d’érythromycine, ce sont des 
colonies confluentes, mais trés petites, formant une nappe bacté- 
rienne diffuse, plus ou moins continue, non pigmentée. Une cul- 
ture sans érythromycine de Staph. pyogenes a cet aspect non pig- 
menté quand elle est seulement Aagée de quelques heures. Mais 
en dix-huit heures, celle-ci devient beaucoup plus épaisse et pig- 
mentée. Ces cultures abortives ne sont pas repiquables. Les 
bactéries ont donc été tuées aprés une courte croissance. Souvent 


elles se lysent partiellement et de facgon diffuse au bout de quatre 
ou cing jours. 


Avec 3, 6 et 12 ug/ml d’érythromycine, les petites colonies non 
repiquables sont beaucoup moins nombreuses. Elles sont plus 
ou moins éloignées les unes des autres. Parfois, elles sont minus- 
cules, visibles seulement avec un grossissement de dix a vingt- 
cinq fois. 

L’ensemble de la population est donc sensible aux doses d’éry- 
thromycine de 0,5 wg/ml et au-dela. Mais l’effet létal est retardé 
pour une partie des bactéries, partie d’autant plus petite que 
la dose d’érythromycine est plus grande. 


En outre, dans ces populations, il se trouve quelques bactéries 
qui, résistant a l’action des doses d’érythromycine comprises 
entre 0,5 et 12 ug/ml, donnent des colonies repiquables. Ces 
colonies sont pigmentées ; elles sont plus grandes que les colo- 
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nies non repiquables mais elles n’atteignent généralement pas 
la taille normale. 

Ces colonies repiquables apparaissent comme en surimpres- 
sion sur le fond de culture abortive, parfois en méme temps que 
celle-ci, plus souvent avec un retard de un a quatre jours. Leur 
croissance est done généralement ralentie. Leur moment d’appa- 
rition ne dépend pas de la dose d’érythromycine. Leur nombre 
dépend, dans une méme expérience, de la dose d’érythromycine et 
du nombre de bactéries ensemencées, sans qu’il y ait proportion- 
nalité. Par exemple, dans un méme essai, fait avec une dose d’éry- 
thromycine constante (3 ug/ml), on a obtenu avec 10° bactéries : 17 
colonies, et avec 10” bactéries : 375 colonies. Dans un autre essai 
fait avec un nombre de bactéries constant (10°), on a obtenu avec 
0,5 et 1 pg/ ml une centaine de colonies; avec 1,5 ug/ml : 
50 colonies ; avec 3 pg/ml : 6 colonies et avec 6 ug/ml : 1 colonie. 


b) Avec les concentrations de 25 wg/ml et plus, aucune crois- 
sance ne se produit. L’effet létal est immédiat pour toutes les 
bactéries. 


III. — SEPARATION DES DEUX CATEGORIES 
DE BACTERIES RESISTANTES 


Les bactéries des colonies repiquables obtenues sur des doses 
d’érythromycine comprises entre 0,5 et 12 pg/ml ne sont pas 
toujours des mutants résistants proprement dits. I] s’y trouve 
aussi des bactéries qui paraissent, comme nous le verrons, avoir 
conservé le méme génotype que les bactéries sensibles. A ce 
point de vue, on peut distinguer trois catégories de colonies 
repiquables : 


1° Des COLONIES HOMOGENES DE MUTANTS RESISTANTS. — Ce sont 
les mutants résistants de 1% échelon, Cette résistance est définie 
(a 3 pg/ml), fixe et stable, en ce sens qu’elle se conserve indé- 
finiment dans les subcultures sans érythromycine. Ces mutants 
ont, comme nous l’avons vu dans une précédente publication 
(Wahl et Fouace {3]), perdu le prophage x. 


2° TES COLONIES HOMOGENES DE BACTERIES GENOTYPIQUEMENT SEN- 
SIBLES. — Leur résistance est non définie, variable et instable, 
en ce sens qu’elle disparait, comme nous le verrons, dans les 
subcultures sans érythromycine. Ces bactéries ont conservé leurs 
deux prophages. 


3° Des coLonies MIxTES, mélanges de bactéries des deux caté- 
gories précédentes. 
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PROPORTION DES COLONIES REPIQUABLES DES TROIS CATEGORIES. 


Ces colonies repiquables se développent done seulement sur des 
doses d’érythromycine inférieures 4 25 pg/ml. Elles sont plus 
nombreuses sur les doses d’érythromycine les plus petites. Mais 
dans tous les cas elles sont rares. 


Si lon examine les colonies qui apparaissent sur les géloses 
contenant de 0,5 a 3 ug/ml d’érythromycine, on voit que le 
nombre des bactéries a.résistance instable capables de donner 
des colonies diminue avec la dose d’érythromycine. Au contraire, 
le nombre des colonies a résistance stable parait peu varier dans 
cette zone de concentration d’érythromycine. Il en résulte que la 
proportion des colonies a résistance stable et la proportion 
des bactéries a4 résistance stable dans les colonies mixtes aug- 
mentent avec la dose d’antibiotique. A partir de 4 pg/ml, les colo- 
nies deviennent encore beaucoup plus rares et sont plutét com- 
posées de bactéries a résistance instable. 


Mais comme nous le verrons, d’autres facteurs que la dose 
interviennent dans la croissance des bactéries a résistance instable, 
de sorte que cette régle comporte beaucoup d’exceptions. Citons 
par exemple deux cas ou, sur gélose a 0,5 ug/ml d’érythromycine, 
10 colonies sur 12 et 7 colonies sur 10 respectivement étaient 
composées de résistants stables. 


"Quand un des deux types de bactéries est trés prédominant, il 

est difficile de reconnaitre une colonie mixte. Citons un cas ou 
10 colonies paraissaient résistantes de fagon stable. A partir de 
Pune d’elles, on a isolé A nouveau 10 colonies : 7 étaient des 
mutants stables et 3 des résistants instables. Dans une autre 
expérience, 10 colonies également paraissaient composées unique- 
ment de résistants stables. Des cultures sur gélose inclinée de 
chacune ont été conservées a la glaciére. Au bout de deux mois 
et demi, deux cultures sur quatre examinées étaient redevenues 
sensibles a |’érythromycine. 


IV. — EVOLUTION DE LA RESISTANCE INSTABLE 
DANS LES SUBCULTURES 


‘La résistance instable des populations homogénes évolue diffé- 
remment dans les subcultures suivant les conditions de celles-ci : 


ss oa ‘ 
y La résistance est inchangée au cours de subcultures en 
série faites en présence d’une dose constante d’ érythromycine, 


RESISTANCE A L’ERYTHROMYCINE DE S. PYOGENES 727 


par exemple la dose initiale sur laquelle la colonie a été isolée : 
les ensemencements en masse donnent une culture qui parait 
aussi abondante que celle que donne le méme ensemencement sur 
une gélose sans érythromycine. Cependant, les colonies sont en 
moyenne plus petites. Par contre, un ensemencement discret, qui 
donne un certain nombre de colonies sur gélose sans érythromy- 
cine, n’en donne aucune en présence d’érythromycine. La résis- 
tance se conserve aussi au méme niveau au cours de subcultures 
en série faites alternativement une fois sur cette dose et une fois 
sur gélose sans érythromycine. 


2° La résistance disparait en un petit nombre de subcultures 
(2 a 3) sur les milieux sans érythromycine, aussi bien liquides 
que solides. Sur gélose, elle se perd aussi vite au cours des 
subcultures en nappe qu’en colonies séparées. Quelquefois, il 
suffit d’une seule subculture pour produire cet effet; mais, en 
général, la résistance ne diminue pas aprés la premiére subcul- 
ture et elle disparait complétement aprés la deuxiéme ou la troi- 
siéme. 


La rapidité de la disparition de la résistance dans les sub- 
cultures sans érythromycine ne dépend ni du degré de cette résis- 
tance, ni du nombre des cultures antérieures sur érythromycine. 

Un séjour a + 4° sur gélose sans érythromycine fait parfois 
disparaitre cette résistance en deux a cing jours. Dans d’autres 
cas, elle persiste dans ces conditions pendant plusieurs semaines. 


3° La résistance augmente progressivement, mais assez rapl- 
dement au cours de subcultures sur des doses croissantes d’éry- 
thromycine en milieu liquide comme sur gélose. Mais ici aussi 
Vanalyse du phénomeéne est plus facile sur gélose. 


A partir d’une colonie 4 résistance instable, obtenue sur une 
certaine dose d’érythromycine, on fait un ensemencement dense, 
en stries ou par étalement, sur une gélose contenant une dose 
d’érythromycine égale a la précédente et sur d’autres contenant 
des doses plus élevées. Les colonies sont de moins en moins 
nombreuses et leur apparition est plus tardive quand on augmente 
la dose d’érythromycine, jusqu’a une limite au-dela de laquelle 
il n’y a plus de croissance. A partir de colonies obtenues sur les 
doses les plus élevées, on fait parallélement un ensemencement 
sur ces mémes doses et sur des doses supérieures, et on obtient 
généralement une culture sur celles-ci. Ici encore, le résultat 
n’est positif que si ces ensemencements sont denses. 


Les mémes résultats sont obtenus en intercalant un passage 
sans érythromycine entre deux passages sur érythromycine. Au 
contraire, en intercalant des séjours de deux a cing jours a la 
glaciére, la résistance instable diminue ou reste stationnaire. 
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Notons que des subcultures faites parallélement sur des géloses 
contenant la méme dose d’érythromycine a partir de diverses 
colonies d’une méme culture sur gélose érythromycinée, élévent 
respectivement la résistance 4 des degrés différents. 


Par exemple, si l’on fait a partir de colonies sur 1,5 pg/ml 
des ensemencements denses sur 1,5, 3, 6, 12 et 25 pg/ml, on 
obtient une culture confluente sur 1,5 pg/ml, et, suivant les cas, 
des colonies plus ou moins nombreuses seulement sur 3 pg/ml, 
ou bien également sur 6 et 12 pg/ml, exceptionnellement sur 
25 ug/ml. 

Prenons le cas ot la dose de 3 ug/ml est la plus élevée sur 
laquelle on obtienne des colonies. On fait 4 partir de subcultures 
sur 1,5 et 3 pg/ml un ensemencement aussi dense que possible 
sur 3 et 6 pg/ml. On obtient généralement une culture dense 
pour 3 pg/ml et des colonies sur 6 pg/ml. A partir de celles-ci, 
on ensemence de nouveau sur 6, 12, 25 et 50 ug/ml. On obtient 
une culture dense sur 6 pg/ml par exemple et des colonies sur 
12 pg/ml, 25 pg/ml et parfois 50 pg/ml. On ensemence a nouveau 
sur 12 pg/ml, 25 pg/ml et 50 ug/ml et ainsi de suite. Finalement, 
et assez rapidement, on obtient des cultures denses sur une dose 
élevée d’érythromycine, par exemple 125 ug/ml. Mais la résis- 
tance de ces cultures reste aussi instable et disparait en quelques 
subcultures sans érythromycine. 


Les souches ayant acquis une résistance instable 4 une dose 
d’érythromycine, méme élevée, la conservent dans des subcultures 
en série en présence de cette méme dose, a condition que les ense- 
mencements soient toujours denses. 


INFLUENCE DE LA DENSITE DE L’ENSEMENCEMENT. 


Le méme nombre de bactéries a résistance non génotypique 
est ensemencé sur deux géloses contenant la méme quantité d’éry- 
thromycine. Mais dans un cas les bactéries sont déposées en 
goutte sur une petite surface de 1 cm de diamétre dans l’autre, 
elles sont étalées sur toute la plaque de gélose de 10 cm de dia- 
métre. Dans le premier cas, un certain nombre de colonies se 
développent ; dans le deuxiéme, aucune colonie n’apparait. 


SUBCULTURES A PARTIR DE COLONIES MIXTES. 
Les subcultures sur gélose sans érythromycine ont des carac- 
teres différents suivant le mode d’ensemencement. 


a) Avec un ensemencement discret, on obtient des colonies 
séparées, représentant des clones homogénes, les uns composés 
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de bactéries a résistance stable génotypique ayant perdu le pro- 
phage x, les autres de bactéries 4 résistance instable, possédant 
les deux prophages. 


b) Un ensemencement dense donne une culture en nappe de 
laquelle les bactéries 4 résistance stable génotypique disparaissent 
rapidement, rarement dés la premiére, généralement a la 
deuxiéme ou a la troisiéme subculture. Dés lors, il n’y a plus que 
des bactéries a résistance instable. Cette résistance instable dimi- 
nue, puis disparait elle-méme trés vite au cours de ces subcultures. 


Un séjour a + 4° a le méme effet sur les populations mixtes 
que sur les populations a résistance instable. 


Parfois, des plages apparaissent spontanément sur une de ces 
subcultures en masse de populations mixtes. On peut encore, 
par un ensemencement discret fait 4 partir d’une telle subculture, 
et & condition d’éviter le prélévement au niveau des plages, obte- 
nir des colonies des deux catégories. Mais si l’ensemencement 
est massif ou si le prélévement intéresse les plages, il ne reste 
plus que les bactéries 4 résistance instable dans la subculture 
suivante. Nous verrons plus loin la raison de la disparition des 
bactéries a résistance stable génotypique dans les populations 
mixtes. 


RESISTANCE INSTABLE SURAJOUTEE A LA RESISTANCE STABLE 
pes soucHeEs I eT II, AcoUISE PAR MUTATION. 


Le premier échelon de résistance génotypique a |’érythromy- 
cine est 4 3 ng/ml. Mais par un étalement dense de la souche O 
sur 6 pg/ml et sur 12 pg/ml d’érythromycine, on obtient encore 
quelques colonies de mutants de premier échelon. En effet, dans 
des subcultures faites sans érythromycine a partir de ces colonies, 
elles ne sont plus résistantes qu’a 3 pg/ml, mais elles conservent 
indéfiniment cette résistance. Ces bactéries étaient donc géno- 
typiquement résistantes 4 3 pg/ml, mais phénotypiquement résis- 
tantes 4 6 pg/ml ou 12 pg/ml d’érythromycine. 

De méme, par des passages de souches I et II sur des géloses 
contenant des doses croissantes d’érythromycine, on peut leur 
faire acquérir une résistance phénotypique instable pour des doses 
d’érythromycine de plus en plus élevées, ayant atteint pour la 
souche II, 200 pg/ml. Cette résistance instable se surajoute a 
leur résistance génotypique stable. Elle disparait en quelques 
subcultures sans érythromycine et la population en revient a sa 
résistance génotypique seule, résistance a 3 ug/ml pour celles qui 
dérivent de la souche I, et 4 100 pg/ml pour celles qui dérivent 
de la souche II. 
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V. — DIFFERENCE 
ENTRE LES RESISTANTS GENOTYPIQUES 
ET PHENOTYPIQUES AU POINT DE VUE 
DE LEUR RECEPTIVITE AUX PHAGES 


Nous avons vu, dans une publication déja citée, que chacune 
des deux mutations de la souche O vers un échelon de résistance 
s’accompagne d’une perte de prophage avec l’acquisition conco- 
mitante de la réceptivité a plusieurs phages. 

Au contraire, les populations a résistance instable, conservent 
les mémes prophages que la souche dont elles dérivent et ne 
s’en distinguent pas par leur réceptivité aux phages. 

Ainsi, celles qui dérivent de la souche O conservent les pro- 
phages inductibles x et y. Elles restent réceptives aux mémes 
phages et au méme deegré. Bien plus le phage X provenant d’une 
population dérivée de la souche O et ayant acquis une résistance 
instable, méme trés élevée, transduit a la souche I la sensibilité 
a 0,5 pg/ml d’érythromycine, ce qui montre la différence fonciére 
entre les deux types de résistance. 

Les populations qui dérivent des souches I et II et qui possé- 
dent une résistance instable surajoutée possédent le prophage y 
et non le prophage x quand elles dérivent de la souche I ; elles ne 
possédent aucun des deux prophages quand elles dérivent de la 
souche II. 

La présence ou l’absence de l’un ou des deux prophages sem- 
ble done permettre de distinguer entre eux les trois génotypes - 
sensible, résistant A 3 pg/ml et résistant a 100 ug/ml. 


Si on adopte ce critére, on peut admettre que les populations 
a résistance instable conservent le génotype de la souche dont 
elles dérivent, celles qui dérivent de la souche O sont génoty- 
piquement sensibles, celles qui dérivent de la souche I sont géno- 
typiquement résistantes a 3 ug/ml d’érythromycine, celles qui déri- 
vent de la souche II sont génotypiquement résistantes 4 100 pg/ml. 

Les populations mixtes étant des mélanges de mutants résis- 
tants du premier échelon et de bactéries a résistance instable, 
leur réceptivité aux phages les place dans une position intermé- 
diaire entre les populations génotypiquement sensibles et les 
populations génotypiquement résistantes. 

Si les mutants résistants sont trés prédominants, la réceptivité 
aux phages de la population mixte parait étre A peu prés celle 
de la souche I. Dans le cas inverse, elle parait semblable a celle 
de la souche originelle. Dans les cas intermédiaires, les popula- 
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tions paraissent avoir acquis la réceptivité 4 une partie seulement 
des phages auxquels la souche I est réceptive. Le nombre de ces 
phages est variable et ce ne sont pas les mémes pour toutes les 
populations. 

En séparant dés la premiére subculture les colonies résistantes 
de ce premier échelon et les colonies sensibles, on retrouve pour 
chacune le type phagique qui la caractérise. En voici quelques 
exemples. 

On examine plusieurs colonies d’un étalement de la souche O 
sur 2 ug/ml d’érythromycine : la plupart sont réceptives seule- 
ment aux mémes phages que la souche O (colonies a résistance 
instable) ; quelques-unes sont sensibles 4 quelques phages supplé- 
mentaires (colonies mixtes). 

On examine trois colonies apparues sur 4 pg/ml d’érythromy- 
cine : toutes les trois sont mixtes et sensibles non seulement aux 
mémes phages que la souche O, mais a plusieurs phages supplé- 
mentaires. 

Sur dix colonies d’une subculture sans érythromycine, sept 
sont composées de mutants résistants 4 3 ug/ml d’érythromycine, 
sensibles aux mémes phages que la souche I, trois sont des 
populations mixtes avec prédominance de bactéries a résistance 
instable et paraissent réceptives aux mémes phages que la sou- 
elie. 0. 

Par quelques subcultures en masse sur milieu sans érythro- 
mycine, toutes les populations mixtes redeviennent identiques 
a la souche O, tant pour la réceptivité aux phages que pour la 
résistance a l’érythromycine. 


La raison en est la suivante : 


Les mutants a résistance stable a l’érythromycine, ayant perdu 
le prophage x, sont lysés par le phage X, produit par les bacté- 
ries 4 résistance instable, qui ont gardé le prophage x. En méme 
temps, les bactéries a résistance instable perdent rapidement, 
comme nous l’avons vu, cette résistance, par les subcultures sur 
milieu sans érythromycine. Ceci nécessite un nombre plus ou moins 
grand de subcultures, probablement suivant les proportions res- 
pectives des bactéries a résistance instable et des mutants. 


Quand la proportion des mutants est trés grande par rapport 
a celle des bactéries 4 résistance instable (c’est-a-dire surtout 
quand les colonies ont été isolées sur 3 et 4 pg/ml) celles-ci 
forment des centres infectieux, donnent des plages spontanées 
qui contiennent le phage X. II est facile de montrer, en examinant 
les colonies d’une nouvelle subculture, avec un ensemencement 
discret, qu’une partie de la culture est encore un mélange de 
bactéries a résistance stable et de bactéries 4 résistance instable. 
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Il est bien probable que les cultures qui apparaissent tardive- 
ment aprés ensemencement de Ja souche O dans un milieu liquide 
contenant des doses inférieures ou égales 4 3 pg/ml d’érythro- 
mycine, sont a l’origine un mélange de résistants instables et de 
mutants de l’échelon I. Mais les lyses s’y font encore plus faci- 
lement qu’en milieu solide ; et on ne trouve souvent, a la fin de 
la croissance, que des bactéries a résistance instable. 


VI. — DISCUSSION 


Suivant leur comportement vis-a-vis d’une certaine dose d’éry- 
thromycine on peut distinguer dans la souche O telle qu’elle se 
comporte au premier contact avec |’antibiotique : 


1° Des bactéries phénotypiquement et génotypiquement sen- 
sibles. 


2° Des bactéries phénotypiquement et génotypiquement résis- 
tantes, a résistance stable. 


3° Des bactéries phénotypiquement résistantes et génotypique- 
ment sensibles, a résistance instable. 


L’association de chaque échelon de mutation, caractérisé par 
une acquisition de résistance, avec la perte d’un prophage permet 
de les distinguer. 


1° Les BACTERIES GENOTYPIOQUEMENT ET PHENOTYPIOQUEMENT SENSIBLES. 


Elles sont tuées par l’antibiotique, soit immédiatement, soit 
apres quelques divisions. La rapidité de l’effet létal dépend de 
la dose d’érythromycine et du nombre de bactéries ensemencées. 
Si Vensemencement n’est que de quelques bactéries, il n’y a 
aucune croissance, quelle que soit la dose d’érythromycine. Si 
l’ensemencement est abondant, la croissance abortive est d’autant 
plus faible que la dose d’érythromycine est plus grande. 

Les effets de la concentration de l’antibiotique et de la densité 
de V’ensemencement sont difficiles a expliquer. Il est possible 
qu ils résultent de différences dans la vitesse de pénétration de 
l’antibiotique dans la bactérie. On peut aussi proposer des inter- 
prétations analogues a celles que nous discuterons plus loin au 
sujet de la survie, en présence d’érythromycine, des bactéries 
phénotypiquement résistantes et génotypiquement sensibles. 

On observe dans certaines conditions un certain degré de lyse 
de la culture abortive. Il ne s’agit probablement pas d’une lyse 
bactériophagique par induction, puisque cette lyse parait se pro- 
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duire aprés la mort des bactéries. L’érythromycine parait inter- 
venir dans cette action lytique. En effet, cette action se produit 
avec une certaine dose : 0,5 pg/ml pour la souche O, 12 ug/ml 
pour la souche I, 50 g/ml pour la souche II (ou bien la souche II 
pousse mal sur 50 ug/ml). 


2° LES BACTERIES PHENOTYPIQUEMENT RESISTANTES 
ET GENOTYPIQUEMENT SENSIBLES. 


La résistance instable de ces bactéries se perpétue tant que les 
subcultures sont faites en milieu érythromyciné. Leur résistance 
instable a l’érythromycine pourrait a priori étre expliquée de 
trois facons différentes : 

Il pourrait s’agir de reprise de la croissance de quelques bacté- 
ries survivantes ou de mutations réversibles ou de modifications 
phénotypiques. 

a) L’apparition souvent tardive des colonies a résistance ins- 
table pourrait faire penser qu’elles sont issues de bactéries sen- 
sibles qui auraient survécu sans se multiplier et se seraient multi- 
pliées secondairement par suite d’une inactivation spontanée de 
lérythromycine. Mais nous avons constaté que l’activité de 1’éry- 
thromycine se conserve, dans les conditions de nos expériences. 
D’ailleurs, cette hypothése n’expliquerait pas l’augmentation de 
cette résistance instable par passages sur des doses croissantes 
d’érythromycine. 

b) On pourrait penser a des mutations réversibles : des mutants 
résistant 4 différentes doses d’érythromycine se produiraient avec 
une fréquence d’autant plus petite que la résistance est plus 
grande. Les passages sur des doses croissantes d’érythromycine 
sélectionneraient des mutants a résistance de plus en plus grande. 
La mutation réverserait 4 un taux trés élevé, d’ot la disparition 
de la résistance en l’absence d’érythromycine. Le maintien de la 
résistance en présence d’érythromycine s’expliquerait par la des- 
truction, par l’antibiotique, des bactéries redevenues sensibles. 


Cette interprétation parait déja contestable pour les raisons 
suivantes : 

Elle suppose l’existence d’un nombre pour ainsi dire illimité 
de génotypes résistants puisque la résistance instable peut avoir 
a peu prés n’importe quel degré et ceci est peu vraisemblable. 

Elle explique mal l’augmentation de la résistance par des pas- 
sages sur des quantités croissantes d’érythromycine et |’influence 
de la densité de l’ensemencement sur l’apparition des clones 
résistants. 

Mais surtout, le fait que le phage X, produit par des bactéries 
ayant une résistance instable (pouvant dépasser 100 pg/ml), trans- 
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duise a la souche I (ayant une résistance stable a 3 pg/ml) la 
sensibilité a 0,5 pg/ml d’érythromycine (Wahl et Fouace [3}) 
démontre que les bactéries 4 résistance instable sont phénoty- 
piquement sensibles. 


c) Il s’agit de modifications phénotypiques portant d’ailleurs 
sur un nombre variable de bactéries sensibles. Ces modifications 
leur permettraient de se multiplier malgré la présence de l’anti- 
biotique. Elles paraissent conditionnées a la fois par un caractéere 
bactérien individuel, puisqu’elles portent sur un petit nombre de 
bactéries, et par le contact avec l’antibiotique, puisqu’elles se 
perpétuent pendant la présence de celui-ci. Elles permettent une 
adaptation progressive a des doses d’érythromycine de plus en 
plus fortes. 


Nous ne pouvons pas encore préciser la nature de cette modifi- 
cation phénotypique. Il y a cependant des raisons de supposer 
qu’elle pourrait correspondre a la production d’un facteur per- 
mettant la croissance de bactéries sensibles en présence d’éry- 
thromycine. L’existence de ce facteur pourrait expliquer a la 
fois les croissances abortives et le développement de colonies 
repiquables génotypiquement sensibles. Mentionnons a ce propos 
que Unger et Kisch [4] ont obtenu des cultures de staphylocoques 
sensibles en présence d’érythromycine et d’un filtrat de culture 
de la méme souche faite en milieu érythromyciné. Ce facteur 
serait produit peut-étre par toutes les bactéries de la souche O, 
mais en quantité trés petite, juste suffisante pour permettre des 
croissances abortives de bactéries. Cette croissance abortive porte 
sur un nombre de bactéries relativement grand quand les doses 
d’érythromycine sont trés petites. Sur des doses de plus en plus 
grandes, la quantité d’érythromycine non inactivée par ce facteur 
serait de plus en plus grande. Ceci expliquerait que le nombre de 
bactéries 4 croissance abortive est de plus en plus petit. 

Quelques bactéries exceptionnelles et les clones qui en sont 
issus produiraient une quantité de facteur suffisante pour permettre 
la croissance de colonies repiquables a résistance instable. On peut 
supposer que ces clones pourraient produire des quantités de 
facteur différentes, de sorte qu’ils seraient capables de neutraliser 
respectivement des quantités d’érythromycine plus ou moins 
grandes. Ceci pourrait expliquer que, pour un méme nombre de 
bactéries d’une méme culture, le nombre de colonies repiquables et 
leur taille diminuent, et que leur délai d’apparition augmente, 
quand la dose d’érythromycine augmente. 


Ceci expliquerait deux autres particularités : 


a) L’augmentation de la résistance instable par passages sur 
des doses croissantes d’érythromycine, les ensemencements appor- 
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tant des quantités de facteur croissantes et les bactéries en pro- 
duisant d’autant plus qu’elles sont cultivées sur une dose d’éry- 
thromycine plus grande. 


b) La nécessité d’un ensemencement dense pour produire des 
colonies repiquables. La concentration du facteur sur la surface 
ensemencée serait plus grande dans le cas d’un ensemencement 
dense sur une petite surface que dans celui d’un étalement du 
méme nombre de bactéries sur une plus grande surface. 

Ce facteur pourrait agir soit en neutralisant l’érythromycine, 
soit en empéchant sa pénétration dans la bactérie, soit en indui- 
sant chez elle un systeme enzymatique qui n’entrerait pas en jeu 
normalement. 


RESUME 


Dans les cultures, faites en présence d’érythromycine, d’une 
souche de Staph. pyogenes sensible a cet antibiotique, les bacté- 
ries « résistantes » qui survivent et se multiplient appartiennent 
a deux catégories. 


a) Les unes sont des bactéries a résistance stable, génotypique. 
Elles résultent d’une mutation, et sont résistantes 4 3 ug/ml d’éry- 
thromycine (il existe un second échelon de résistance génotypique, 
a 100 ug/ml). 

Leur résistance se maintient au méme niveau dans les subcul- 
tures sans érythromycine. 


b) Les autres sont des bactéries 4 résistance instable phéno- 
typique : dans les subcultures en série leur résistance évolue de 
facon différente suivant les concentrations de |’érythromycine dans 
les milieux. 

Si cette concentration est égale a celle en présence de laquelle 
le clone a été isolé, la résistance se maintient au méme niveau. 

Si le milieu ne contient pas d’érythromycine, la résistance dis- 
parait rapidement. 

S’il contient des doses croissantes d’érythromycine, la résis- 
tance s’accroit rapidement et peut atteindre un degré tres élevé. 

Il se trouve que chacune des deux mutations vers la résistance 
est associée a la perte d’un prophage et a l’acquisition de la 
réceptivité a plusieurs phages. Au contraire, la résistance phéno- 
typique ne s’accompagne pas de tels changements. Cette diffé- 
rence permet de distinguer facilement les deux catégories de 
bactéries « résistantes ». ; 

Elle permet aussi de montrer qu'une résistance instable phéno- 
typique peut se surajouter a Ja résistance génotypique. Cette 
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résistance surajoutée évolue de méme facon que dans le cas de 
Ja souche sensible, sans que la résistance génotypique s en trouve 
modifiée. 

La distinction entre les deux catégories de résistance est confir- 
mée par le fait qu’on a pu transduire, par un phage produit par 
une population phénotypiquement résistante et génotypiquement 
sensible, la sensibilité a l’érythromycine 4 une population génoty- 
piquement résistante. 

Diverses hypothéses pouvant expliquer cette résistance phéno- 
typique sont examinées. Celle qui fait intervenir un facteur pro- 
duit par les bactéries sensibles a l’érythromycine parait la plus 
vraisemblable. 


SUMMARY 


UNSTABLE PHENOTYPIC RESISTANCE TO ERYTHROMYCIN 
in Staphylococcus pyogenes. 


In a strain of Staph. pyogenes, sensitive to erythromycin, the 
bacteria « resistant » to this antibiotic belong to two different 
categories. 

a) A part of them are endowed with stable genotypic resis- 
tance and come from a mutation. They are resistant to 3 pg/ml 
of erythromycin (a second step of mutation takes place for 
100 ug/ml). 


This resistance is manifest at the same level in subcultures 
without erythromycin. 


b) The other part consists of bacteria with unstable, phenotypic 
resistance. In serial subcultures, their resistance develops diffe- 
rently according to the concenration of erythromycin in the media. 

If this concentration 1s equal to the concentration employed 
when the clone has been isolated, the resistance is manifest at a 
constant level. 

If the medium is free from erythromycin, the resistance disap- 
pears rapidly. 

If the media contain increasing doses of erythromycin, the 
resistance increases rapidly and can attain a high level. 

It happens that both of the mutations associated with resis- 
tance are linked respectively to the loss of a prophage and to 
the acquisition of receptivity to several phages. On the contrary, 
the phenotypic resistance is not associated with such changes. 
This difference easily allows a distinction between the two cate- 
gories of resistant bacteria to be made. 

It can also be seen that a phenotypic, unstable, resistance can 
be added onto the genotypic resistance. 


RESISTANCE A L’ERYTHROMYCINE DE S. PYOGENES 737 


This additional resistance develops in the same manner as it 
does in the case of the sensitive strains, without any modification 
of the genotypic resistance. 

The distinction between the two categories of resistance is 
confirmed by the fact that the sensitivity to erythromycin can be 
transduced to a genotypically resistant population by a phage 
produced by a population wich is phenotypically resistant and 
genotypically sensitive. 

Different hypotheses were formulated to explain this pheno- 
typic resistance. The one which seems the most plausible is the 
production of a factor by the sensitive bacteria. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES PROPRIETES 
LYSOGENES ET BACTERIOCINOGENES 
DANS LE GENRE PSEUDOMONAS 


par Yves HAMON, Michel VERON et Yvonne PERON (*). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages, 
et Service de Microbie Technique) 


INTRODUCTION 


Pseudomonas pyocyanea, P. fluorescens et les diverses espéces 
phytopathogénes du méme genre possédent des propriétés géné- 
rales si voisines qu’il était difficile, il y a quelques années, de sépa- 
rer certaines de ces espéces les unes des autres. Cette difficulté 
d’identification se produisait notamment entre les cultures de 


P. pyocyanea sans pyocyanine, celles de P. fluorescens et celles 
de P. putida. : 


Actuellement, l’étude des caractéres suivants : ciliature des 
bactéries, culture 4a 32°, 37° et 42°C, élaboration des divers 
pigments, réaction dite du jaune d’ceuf, hydrolyse de la gélatine, 
formation d’H,S, a permis de surmonter cette difficulté (Klinge 
(43}). Comme les propriétés lysogénes et bactériocinogénes sont 
fréquemment rencontrées chez P. pyocyanea (Jacob [42], Hamon 
(8]) ainsi que les propriétés antagonistes réciproques chez P. fluo- 
rescens (Klinge [44]), nous nous sommes demandé si ces pro- 


priétés ne pourraient pas aussi étre utilisées pour distinguer les 
diverses espéces. 


Quelques résultats de notre étude ont été mentionnés dans un 


mémoire antérieur (Hamon in Véron [48]) ; nous donnons ici le 
détail de nos expériences. 


(*) Manuscrit recu le 30 juin 1961. 
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MATERIEL ET TECHNIQUES 


Nous avons étudié : 


a) 19 souches de P. pyocyanea dont nous connaissions, du 
moins pour quelques-unes d’entre elles, le groupe sérologique. 
On sait, en effet, qu’il est possible, depuis les travaux de Chris- 
tie {4}, van den Ende [2], Kohler [45], Habs [7], de répartir les 
souches appartenant a cette espéce en différents groupes par 
des précipitations et des agglutinations qui concernent l’antigéne O. 

Dans la liste suivante des souches fournies par le D™ Klinge, 
nous avons précisé, entre parenthéses, leur groupe sérologique 
d’aprés Kohler : KR41 (groupe sérologique d), KR43 (f), KR65 (a), 
KR101 (d), KRI130 (e), KR241 (e), KR242 (a), KR254 (d), 
KR35, Sputum, Stamm 5, Stamm 6, Stamm 8, TTC Gétze ; il en est 
de méme pour les souches que nous a fournies M. Véron 
P5838 (d), P5839 (d), P5847 (d), P5851 (d). 

b) 28 souches de P. fluorescens parmi lesquelles 16 souches 
que nous a également adréssées le D™ Klinge : P2, P6, P42, P50, 
P62, PCI17s Pelo6,. R2) B20 ROO; ROT S927 U10;)..U 10,540 10, ; 
U33 (cultures isolées de sang de transfusion), 11 souches four- 
nies par M. Véron : AA60, AH60, BA60, B60, S60, T60, V60, W60, 
X60, Z60 et 1 souche recue du commandant Tisset : Sl. 


c) 8 souches de P. stutzeri (M. Véron); AK60, BE60, BG60. 
d) 2 souches de P. putida (D™ Klinge) : R39, S60. 

e) 1 souche de P. synxantha (M. Véron) : AB60. 

f) 1 souche de Pseudomonas sp (M. Véron) : AC60. 

g) 1 souche de P. putrefaciens (M. Véron) : N60. 

h) 1 souche de P. fragi (M. Véron) : U60. 


i) 14 souches de Pseudomonas phytopathogénes appartenant a 
des espéces variées parmi lesquelles 10 souches que nous a adres- 
sées le professeur Starr : PA4 (P. aptata), PA7 (P. allticola), 
Pcl01 (P. caryophilli), Pcl05 (P. coronafaciens), PD2 (P. del- 
phinii), PG7 (P. glycinea), PL3 (P. lachrymans), PL102 (P. lachry- 
mans), PM134 (P. mellea), PM136 (P. syringa) et les 4 souches 
que nous a fournies le D* Segretain a I|’Institut Pasteur : B32 
(P. marginata), B33 (P. solanacearum), B34 (P. mori), B36 (P. 
coronafacienss (1). 


(1) Nous remercions notre collégue G. Segretain de l'Institut Pasteur, 
le Commandant Tisset d’Alger, ainsi que le D™ K. Klinge de ]’Institut 
d’Hygiéne et de Bactériologie de Homburg et le professeur M. P. Starr 
de l’Université de Californie, qui nous ont aimablement adressé ces 
souches. 
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La recherche de la propriété bactériocinogéne a été effectuée 
par les méthodes suivantes 


a) Technique de contact (Hamon {9)). 
b) Technique de Gratia [6]. 


Rappelons que, suivant la technique de Gratia, la culture étudiée 
est ensemencée sous forme de bactéries isolées, dans 1’ épaisseur 
d’une plaque de gélose nutritive ; les bactéries se multiplient a 
37° C et elles forment des colonies qui élaborent éventuellement 
leur bactériocine ; celle-ci diffuse dans les parties superficielles 
de la gélose. Il suffit alors d’ensemencer la surface de la plaque 
de gélose a l’aide d’une culture sensible aux bactériocines consi- 
dérées pour mettre en évidence la production de ces antibiotiques 
par les colonies bactériennes. Si la culture étudiée est bactério- 
cinogéne, on constate, en effet, dans la nappe de culture sensible 
apparue aprés dix-huit heures d’étuve a 37° C, l’apparition de 
zones d’inhibition circulaires centrées par une colonie produc- 
trice sous-jacente. 


La recherche simultanée des propriétés lysogénes et bactério- 
cinogénes a été réalisée par les deux méthodes suivantes : 


c) Etude des liquides surnageants aprés centrifugation des cul- 
tures en milieu liquide parvenues 4 la fin de leur phase expo- 
nentielle de croissance (stérilisation de ces liquides par le chlo- 
roforme). 


d) Méthode de la culture mixte aprés induction. 


Chaque culture de Pseudomonas en phase exponentielle de 
croissance est irradiée pendant une minute ou une minute trente 
secondes par les U. V. (la lampe utilisée libére, A une distance 
de 50 cm, une énergie de 2000 ergs/mm?/mn pour la radiation 
principale de 2537 A); on ajoute alors a 5 cm® de cette culture 
irradiée 5 cm* d’une culture, en pleine croissance et de méme 
densité, de la souche P10S qui est trés sensible aux bactério- 
phages élaborés par P. pyocyanea. ‘La culture mixte ainsi obtenue 
est agitée pendant quatre heures respectivement A 28°C ou a 
37° C suivant que l’on étudie soit une culture de P. fluorescens 
ou Pseudomonas phytopathogénes, soit une culture de P. pyo- 
cyanea. La culture mixte est alors centrifugée 4 6 000 t/mn pen- 
dans quinze minutes puis stérilisée a l’aide de la polymyxine B 
[6] ou a l'aide du chloroforme {4} (plusieurs cultures de P. pyo- 
cyanea et de P. fluorescens, notamment KR254, B60, P6, Pcl30, 
T60 et U103, W60, X60 résistent, en effet, A des concentrations 
élevées de poylmyxine B [500 pg/ml}). Les surnageants stériles 
de la culture mixte ont été alors titrés sur les souches révélatrices 
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suivantes ; AB60, B60, P10S, P42, P50, P62, Pcl36, R67, U10, 
(les surnageants de cultures de Pseudomonas phytopathogénes 
ont été, en outre, éprouvés sur d’autres cultures d’espéces phy- 
topathogénes). 


RESULTATS 


a) La recherche de la propriété bactériocinogéne dans le genre 
Pseudomonas par la technique dite « de contact » fournit souvent 
des résultats difficiles 4 interpréter. En effet, les zones d’inhibi- 
tion n’apparaissent jamais nettement, les disques de cultures des 
Pseudomonas s’étalant sur leur pourtour en lobes plus ou moins 
réguliers ; en outre, ces bactéries élaborent leur pigment qui 
diffuse autour du disque bactérien et géne la lecture de la réac- 
tion d’inhibition. Par cette technique, nous avons pu cependant 
constater que la majorité des souches de P. pyocyanea étaient 
pyocinogénes, tandis qu’aucune des cultures de P. fluorescens, de 
P. stutzeri, de P. putida et de Pseudomonas phytopathogénes 
n’exercait, semble-t-il, d’action antagoniste sur les souches P10S, 
AB60 et B60 ; ainsi, la technique de contact, qui est une méthode 
tres sensible et fidéle lorsqu’il s’agit de rechercher le pouvoir 
bactériocinogéne en général, notamment la propriété colicino- 
gene, n’est pas & recommander lorsqu’on recherche cette pro- 
priété antibiotique parmi les Pseudomonas. 


b) La technique de Gratia convient 4 la recherche de la propriété 
bactériocinogéne chez P. pyocyanea, les pigments n’étant pas 
synthétisés par les colonies qui se sont développées en anaéro- 
biose partielle dans l’épaisseur de la gélose. Toutefois, le dia- 
métre des zones d’inhibition étant souvent trés faible (2 4 5 mm), 
il est indispensable d’employer une gélose nutritive plus molle 
que celle qu’on utilise pour la recherche des colicines (concen- 
tration de la gélose égale a 0,8 p. 100, par exemple). Par cette 
technique, nous avons pu constater que toutes les souches de 
P. pyocyanea que nous avons étudiées, étaient pyocinogénes, 
sauf la souche P5851. Cette constatation confirme les résultats 
que nous avons obtenus antérieurement [8] concernant la fré- 
quence élevée du pouvoir pyocinogéne chez P. pyocyanea. Parmi 
les autres espéces de Pseudomonas, la souche R20 de P. fluores- 
cens et la souche PA4 de P. aptata exercaient une action anta- 
goniste nette sur la culture P10S, la souche PL102 de P. lachry- 
mans était active sur d’autres cultures de Pseudomonas 
phytopathogénes : XC3, XM14, PD2, PL3; le diamétre de ces 
zones d’inhibition était faible (8 4 4 mm), La souche V60 de 
P. fluorescens exergait une action douteuse. Comme nous le 
verrons par la suite, la technique de la culture mixte aprés induc- 
tion nous a permis de démontrer l’existence du pouvoir bacté- 
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riocinogéne parmi plusieurs autres souches de P. fluorescens. 
La technique de Gratia ne parait done pas suffisamment sensible 
pour déceler la production de bactériocines par P. fluorescens, 
la quantité d’antibiotique élaborée spontanément étant tres faible. 
Cette insuffisance de la technique de Gratia pour |’étude du pou- 
voir antibiotique de P. fluorescens rejoint celle qui a été déja 
observée pour la mise en évidence des marcescines (Hamon et 
Péron {44)}). 

Les difficultés techniques rencontrées au cours de l'étude des 
pyocines ont d’ailleurs été soulignées récemment par Papavassi- 
lion [46 bis]. 

c) La recherche simultanée des propriétés lysogénes et bacté- 
riocinogénes dans les liquides obtenus aprés centrifugation des 
cultures nous a montré que la plupart des cultures de P. pyo- 
cyanea étaient lysogénes 4 l’égard des souches P10S, AB60, B5 
et B60. Ces cultures étaient done souvent a la fois lysogénes et 
pyocinogénes ; au contraire, les cultures appartenant aux autres 
espéces de Pseudomonas n’ont présenté aucun pouvoir lysogéne 
ni bactériocinogéne. 

d) La technique de la culture mixte aprés induction de la 
souche étudiée par les UV a confirmé la grande fréquence des 
propriétés lysogénes et pyocinogénes de P. pyocyanea. Toutes 
les souches de P. pyocyanea que nous avons examinées ont été 
trouvées lysogénes, sauf les souches P5839, KR254, Stamm 8, 
TTC et Gétze. Il est vraisemblable que ces souches étaient égale- 
ment lysogénes, mais la mise en évidence de cette propriété était 
sans doute masquée par l’élaboration de grandes quantités de 
pyocines par ces cultures. D’autre part, nous avons pu confir- 
mer par cette technique que toutes les souches de P. pyocyanea 
étaient pyocinogénes sauf la souche P5851. Au contraire, parmi 
les cultures appartenant aux autres espéces de Pseudomonas 
que nous avons étudiées, nous n’avons trouvé, par cette technique, 
qu’une souche lysogéne a l’égard de la culture de P10S : fa 
souche BG60 de P. stutzeri. Le bactériophage produit par cette 


culture n’agit que sur les souches P10S de P. pyocyanea et 
AK60 de P. stutzeri. 


‘Le technique de la culture mixte aprés induction nous a permis 
également de mettre en évidence la propriété bactériocinogene de 
12 souches de P. fluorescens : AA60, P6, Pcl17, Pcl36, S927, 
R2, R20, R60, S927, U10,, V60, ainsi que de la souche P'A4 de 
P. aptata et PL102 de P. lachrymans (cette derniére bactériocine 
agit, suivant cette technique, sur deux cultures de Pseudomonas 
phytopathogénes : PM134 et PS136). Il est possible, en outre, 
que la souche lysogene BG60 soit également bactériocinogéne, 
mais nous ne pouvons pas l’affirmer. 
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L’incidence des propriétés lysogénes et bactériocinogénes des 
diverses espéces de Pseudomonas présente done des différences 
importantes. En effet 


a) La plupart des souches de P. pyocyanea (au moins 75 p. 
100 dans nos expériences) sont lysogénes pour la souche P10S, 
tandis qu’aucune souche de P. fluorescens ou de Pseudomonas 
phytopathogéne ne lest. 


b) Alors que 95 p. 100 des souches de P. pyocyanea et 
44 p. 100 seulement des souches de P. fluorescens (2) sont bacté- 
riocinogénes, nous n’avons rencontré cette propriété que rare- 
ment parmi les Pseudomonas phytopathogénes (2 cultures sur 
14 examinées). 


PROPRIETES GENERALES DES ANTIBIOTIOUES ELABORES 
par P. fluorescens Ev PAR LA soucHE PA4 pe P. aptata. 


Les propriétés générales des pyocines, bactériocines élaborées 
par P. pyocyanea étant connues (Hamon {8}, Jacob {42]), nous 
nous sommes limités a i’étude des bactériocines produites par les 
autres espéces de Pseudomonas. Ces substances exercent une 
activité létale ; elles ne sont pas transmissibles en série; elles 
ne forment pas de plages aux dilutions limites ; elles possédent, 
en outre, une structure particulaire, comme le démontre |’exa- 
men des courbes de survie des bactéries sensibles soumises a 
Vaction des diverses dilutions de ces préparations antibiotiques. 
Il est, en effet, possible pour diverses dilutions de lantibiotique 
d’obtenir un pourcentage important de survie (50 p. 100 de la 
population, par exemple) en réglant le temps de contact de l’anti- 
biotique avec la culture sensible. 

Ces substances sont généralement thermolabiles ; elles sont 
détruites par un chauffage a 70°C pendant trente minutes et 
méme parfois a 60° C. Elles résistent le plus souvent a l’action 
de la trypsine (antibiotiques produits par les souches R20, V60, 
Pcll7, etc.) ; cependant Vantibiotique produit par la culture 


(2) Il est surprenant de constater les incidences tres différentes des 
souches antibiotiques suivant leur origine. En effet, 62 p. 100 des 
souches de P. fluorescens d’origine allemande sont bactériocinogénes, 
alors que 14 p. 100 seulement des souches francaises le sont. Nos résul- 
tats dépendent évidemment de la bonne conservation des souches. Une 
partie des cultures francaises, conservées depuis plusieurs années, a pu 
perdre sa propriété antibiotique ; signalons, d’autre part, que quelques 
cultures allemandes (P42 et P50) que Klinge avait trouvé antibiotiques, 
il y a deux ans, avaient perdu leur propriété lorsque nous les avons 
examinées. I] importe donc de conserver ces souches dans les meilleures 
conditions, notamment par lyophilisation dés leur isolement. 
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Pcl36 est sensible a la trypsine. On peut précipiter ces subs- 
lances de leurs suspensions par les sels neutres et par les solvants 
organiques. Dans les expériences de précipitation par Valcool 
et l’acétone, il convient alors d’opérer Ja dessiccation du précipiteé 
a basse température (— 25° C), les antibiotiques considérés étant 
trés sensibles a l’action dénaturante des solvants organiques ; 
les propriétés antibiotiques de certaines souches de P. fluores- 
cens telles que Pc136, R20, V60 sont inductibles par les uv; 
au contraire, la production d’antibiotique par la souche Pell7 
n’est pas inductible par Jes UV. 

L’inductibilité par les UV des propriétés bactériocinogénes est 
done fréquente chez P. fluorescens et méme chez les Pseudomonas 
en général, en particulier, comme nous l’avons vu, parmi les 
cultures de P. pyocyanea. Cette incidence élevée des propriétés 
bactériocinogénes inductibles dans le genre Pseudomonas s’op- 
pose, semble-t-il, 4 la rareté relative des cultures colicinogénes 
inductibles par les UV. Les substances antibiotiques élaborées 
par P. fluorescens, P. aptata et P. lachrymans possédent done 
les propriétés générales des bactériocines, ce qui justifie plei- 
nement la dénomination que nous leur avons attribuée depuis le 
début de ce mémoire pour des raisons de commodité d’exposition 
(Rappelons que Klinge [44] a signalé le premier |’élaboration 
par P. fluorescens de substances antibiotiques réciproques, qu'il 
en a fait une étude intéressante, mais qu’il n’a pas précisé leur 
nature). Elles possédent, par ailleurs, une spécificité d’action 
propre aux bactériocines, comme nous allons le voir maintenant. 


GAMME D’ACTIVITE DU BACTERIOPHAGE DE LYSOGENEITE 
DE LA soucHE BG60 (P. stutzeri) ET DES BACTERIOCINES PRODUITES 
par P. fluorescens, P. aptata er P. lachrymans. 


Le bactériophage de la souche BG60 de P. stutzeri n’agit pas 
sur les cultures de P. pyocyanea, sauf sur celle de la souche 
P10S ; parmi les autres espéces de Pseudomonas, il est unique- 
ment actif sur la souche AK60 de P. stutzeri. 


La recherche de l’activité des bactériocines de P. fluorescens 
sur toutes les cultures de P. fluorescens et sur la souche P10S 
de P. pyocyanea a donné les résultats positifs suivants : la bac- 
tériocine de la souche AAGO est active sur les cultures R20 de 
P. fluorescens, AC60 de Pseudomonas sp. et P10S de P. pyo- 
cyanea (cette derniére action est douteuse), celle de P6 agit sur 
Ja culture R67 de P. fluorescens, celle de Pcll7 sur R60, P6, 
P42 et U60 de P. fluorescens, celle de Pcl86 sur P42 (P. fluores- 
cens), celle de R2 sur R67 de P. fluorescens, celle de R20 sur 
U10, et B60 de P. fluorescens, celle de R60 sur U33 de P. fluo- 
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rescens, celle de R67 sur AB60, U33 de P. fluorescens et BE60 
de P. stutzeri, celle de S927 sur P42 et P50 de P. fluorescens, 
celle de U10, sur U383 de P. fluorescens, celle de V60 sur P6 et 
P42 de P. fluorescens. 


La bactériocine produite par la souche PA4 de P. aptata est 
active sur les cultures AB60, B50, U10, de P. fluorescens et la 
souche P1OS de P. pyocyanea. La bactériocine produite par la 
souche PL102 de P. lachrymans n’agit que sur les cultures de 
Pseudomonas phytopathogénes suivantes : XC8, XM14, PD2, 
PL3, PM134, PS136. D’aprés les différences observées dans leur 
gamme d’activité, on peut affirmer que les 12 bactériocines éla- 
borées par P. fluorescens sont distinctes les unes des autres. 
De méme, la bactériocine produite par la souche PA4 de P. 
aptata et celle élaborée par la souche PL102 possédent une spé- 
cificité d’action qui les différencie des bactériocines synthétisées 
par P. fluorescens. 


La plupart de ces antibiotiques n’agissent pas sur la souche 
P1OS, révélatrice des pyocines et des bactériophages de lysogé- 
néité de P. pyocyanea ; ils sont actifs le plus souvent sur des 
cultures appartenant a la méme espéce. Certaines de ces cultures, 
notamment P42, P6, U383, présentent une sensibilité particulié- 
rement importante a ces bactériocines. 


Inversement, les souches de P. pyocyanea sont trés peu sen- 
sibles aux bactériocines produites par P. fluorescens. Nous avons 
fait agir ces 8 bactériocines sur toutes les souches de P. pyocya- 
nea que nous avons étudiées. Seules les cultures P10S, KR4l 
et Stamm 8 de P. pyocyanea étaient sensibles a la bactériocine 
de la souche R20 de P. fluorescens (la souche KR241 de P. pyo- 
cyanea présentait une sensibilité trés douteuse a ]’action des bacté- 
riocines produites par P. fluorescens). 


GAMME D’ACTIVITE DES BACTERIOPHAGES ET DES BACTERIOCINES 
ELABOREES PAR LES SOUCHES DE P. pyocyanea. 


Les bactériophages que nous avons employés comprennent des 
bactériophages virulents de notre collection [p Roquefort/S2 (bac- 
tériophage n° 1); @ Crouzet/S4 (n° 2), @m 51197/S1 (n° 3), @ 
392/Régnier (n° 4), m Crouzet/Iran (n° 5), m Bastien/Stern (n° 6), 
@ Roquefort/S4 (n° 8), p 51971/S3 (n° 9), » Crouzet/8 Iran (n° 10)], 
et des bactériophages de lysogénéité [Crouzet tempéré/8 Iran (n° 7), 
@ Stern/S3 (bactériophage n° 11), m F2/8 Iran (n° 12), @ proteus 
312/8 Iran (n° 13), » Stern/Fleury (n° 14), p S2/S3 (n° 15)]. 

L’examen du tableau I montre que ces bactériophages (dési- 
gnés par les numéros de 1 a 15) qui possédaient un titre élevé, 
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agissaient normalement sur les cultures de P. pyocyanea, mais 
n’exercaient aucune action sur les cultures de P. fluorescens (la 
souche P10S, que nous utilisons comme culture révélatrice pour 
les pyocines, est également sensible 4 la plupart des bactério- 
phages donnant un titre plus élevé sur d’autres cultures appar- 
tenant a cette espéce). 


Tasreau I. — Action des bactériophages de notre collection s 
I - 3 4 5 6 
P. PYOCYANEA : 
KER MOB tate tebsic she ae oh sla CLV CLV CLV CLV CL CLV 
PN ic mame 1D EST Gone = — — ? —_ CL, 
RRR D5 A icatete tetas cas ay aye te een — CLV — a — CL 
I RGRE WE oi niic oe GinicomaD Can OIE —_— — — Se — = 
KOR TAB Mees ech alee thins CL — CL CLV CLV ? CL = 
WER 2A Tee eeiis 3 ete ue Be era CL CL CLV CLV CL 23 pl 
KGRGTOU Meta tale « sake rtet's = — CLV aN oa 18 pl 
TERS One oe Seis: ore sl es CL CL 7 pl CLV CL cL — 
RMI Warts ic tas cee he oh aerern CLV — CLV CLV - CLV 
SPUCUias cokerevcutetsiaie Cheer oie — — — pes = V 
S tana sheen wieuaters e+ terse — CLV CLV CLV _- a 
Stam MGs see sissies e+ Ok — i. | CRY CLV — 30 pl 
StannieS aac cette ae in CLV CLV | +4+V)]4+4+V CLV — 
LE CAME Asiato BAe ati) «ohare. ai 3S CL CL CLV CL — CL CLV 
Gotzene ai. ee ote. Sgenines — — a — = = 
PIN OSs steer eer tesink 5 CLV CL CL — CLV, CL CL —" 
P. FLUORESCENS DIVERS..... — — — zy = = 


Cl = Lyse confluente 
CLV = Lyse confluente voilée 
PA = Plages argentées (non bactériophagiques) 


Les liquides surnageants de centrifugation obtenus a partir de 
P. pyocyanea ont été essayés sur les mémes cultures de P. pyo- 
cyanea et sur diverses cultures de P. fluorescens. Les tableaux 
II et III rassemblent les résultats de ce croisement : on cons- 
tatera que les souches de P. fluorescens sont beaucoup moins 
sensibles aux pyocines que celles de P. pyocyanea. Signalons 
cependant que pour les pyocines a large spectre telles que celles 
qui sont produites par les souches Stamm 5, Stamm 6 et N60 
Vaugmentation du titre des antibiotiques par induction provoque 
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une extension de la gamme d’activité non seulement a l’égard 
des cultures de P. pyocyanea, mais également a légard 
de celles de P. fluorescens. Ainsi, les pyocines induites de 
Stamm 5 et Stamm 6, plus actives que les surnageants de culture, 
inhibent les souches KR65, KR242, KR254, KR41, KR43, 
KR241, KR101, KR1380, KR35, Sputum, Stamm 8 TTC et P10S 


différentes souches de Pseudomonas provenant d’Allemagne. 


BACTERIOPHAGES 


7 | 8 9 10 1: 12 13 14 15 
Cried ys = = = = = = = 
— CLV — CLV -- OPA — — OPA 
or) yall ed ey ? = as ni ae a 
Cr |p ey CL aii be mg fs 3s ye 
| 
oo ae ah 8 ee BrCl = CL = aes See aa. 
CLV — — es — a= = a aes 
— CLV _ CLV = = — ath 
ae == cae ee 30 pl peat ae == — 
CLV —? CL— V —— — — a as = 
CL CL CL — — — — ees te: 
CLV CT, CL CLV Vv — — dete fe afte 
++ = Environ 50 plages 


30 pl = 30 plages 
—_ = pas d’action des bactériophages 


de P. pyocyanea et sur les cultures R67, P42, P62, Pcl36, R20, 
U102 et P52 de P. fluorescens. De méme, la bactériocine de N60 
(P. putrefaciens) obtenue par induction agit sur KR65, KR242, 
KR254, KR43, KR241, Stamm 5, Stamm 6, Stamm 8, TTC, 
Gétze et P1OS et sur les cultures P62, U102 et P50 de P. fluo- 
rescens. Quoi qu’il en soit, ces pyocines qui possédent un spectre 
d’activité trés large et un titre élevé, ont une action moins éten- 
due et moins intense sur les cultures de P. fluorescens que celles 
de P. pyocyanea. 


Tasteau Il. — Filtrats de cultures mixtes de P. pyocyanea aprés 


induction/cultures de Pseudomonas. 
y 9) = |glols/Elo ls B-| $]sia] S12]. |g 
: ocyanea ae He .=) Ke Peta wie Ls ” 
pyocy Cig (SSBF Rie la/e Mele | &| #)4 
KRRO5 sie. cists —| + jJ— +) 4G — J t+ Je as te 
KR 242 —| — | S|] 4 — Se — I 
KR 254 —|— |—|—J—| +} —|4+|-- + |---| Vv st 
KORUEA Mera vee ee + —|+j——-+)+}/-—-| — |} — | —] ? 
KE Adaoe —|+vi—|+/—| +/—J—|-}4} +4 /H—-— +]4 )— J+ 
KR 241 sen (net (em feu (as sad tisl cb PRRs coma (a 
KR 101 —|— | 4)—1 + + Ss Ss SS TV t+ — I 
KR 130....} + somes Nan Ui il Yas og (a 2 Naw ox. res bone osmes eS V+) — |CL 
RORSS 5 elehor —| — sas sans as Ia Sas a +) — J — | — | I 
Sputum S| = JS SS FS SF I 
Stamm 5 — a A Se Se 2 es Cs — | — |— 
Stamm 6 | — |---| — ——)} — = aa 
Stamm 8.../—| — |—| +|—|—| + |—/ +/+) +/+/4+] + | — |v4+|— 
Dia Chae eee = = | |4-? 21) Ved — Ta 
Gotzen eta — — _— + )}/—)})— |— 
| 
+ = Action positive de la pyocine. V+ = Action voilée de la pyocine. — = Pes 
d’action de la pyocine. 
Tasreau III. 
vey = ole SHR NESS O | m|> 
P. fluorescens esse sleleis s| esis sis is a4 
ES i2 (EB )R elo ee |e 1g | BS | 
OO fram amicversiaens a SS a ee ee eee 
ROT aseRisricheks —j| —} —|—| —} —| — 3} —| —|— 
We Chana on oooe — tee a pdce  S | p 
PO 2c ovenehe ayer seven — — — SES 6 ee a) | 
1 ees creo clo kaes are = |e ee 
ERD Tove roverayaiciet ates —|—|— = ee ee ee ee ed ee 
Po akises cere ayes — — = a thy | le es 
(Wi KOMersarsitelel oe _ — = xa se Se 
WIMOSUireie iets a ee eae jee | ee ey |S |e | aD ae fee 
REALS OMERE oar — bans Ee es a: 
PGE TIF Acne ets = ean eee et 
Seabed ora ads — ie le = well eS al Ne) 
IZ Oeieaendrcness = = ee wees (ee ee ge | ee 8 
UNO? sieeve sais + = ey pets et ee WaT CY Sa 
POicrte grass steers —— ss =) 
By WOR uses cues. = = —|—| V2}? 
RES Oran senses —|—| — = =| == 
DOOM ere els — — ek ae — eats ah is 
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DISCUSSION 


La propriété bactériocinogéne est assez fréquente chez P. fluo- 
rescens et P. stutzeri, et rare chez les diverses Pseudomonas phy- 
topathogénes. Il en est de méme pour la propriété lysogéne 
lorsqu’on la recherche en utilisant la souche P10S de P. pyo- 
cyanea qui nous sert de souche révélatrice pour mettre en évi- 
dence les bactériophages pyocyaniques (bactériophages tempérés 
et virulents). Ces constatations différencient P. fluorescens de ces 
diverses espéces de Pseudomonas pathogénes pour les plantes 
et séparent nettement ces diverses Pseudomonas de P. pyocyanea 
chez laquelle les propriétés pyocinogénes et lysogénes présen- 
tent une incidence trés élevée. 

En outre, P. pyocyanea et P. fluorescens se différencient par 
leur sensibilité aux phages et aux bactériocines qu’elles élabo- 
rent respectivement : les bactériophages produits par P. pyo- 
cyanea sont sans action sur les cultures de P. fluorescens ; P. 
fluorescens est beaucoup moins sensible aux pyocines que P. pyo- 
cyanea. 


Inversement, les bactériocines élaborées par P. fluorescens 
agissent principalement sur les cultures appartenant a cette 
espéce ; elles n’agissent généralement pas sur la souche P10S, 
révélatrice des pyocines. Les bactériocines élaborées par P. fluo- 
rescens paraissent donc différentes des pyocines ; cette déduction 
se trouve confirmée lorsqu’on titre les bactériocines concur- 
remment sur la souche P1OS de P. pyocyanea et sur les 
souches de P. fluorescens sensibles a ces bactériocines (emplo1 
de cultures de méme densité). En effet, les pyocines ont habituel- 
lement un titre plus élevé sur les cultures de P. pyocyanea (notam- 
ment P10S) que sur les cultures de P. fluorescens ; au contraire, 
les bactériocines produites par P. fluorescens qui inhibent P10S, 
ont un titre égal lorsqu’on évalue leur activité comparativement 
sur P10S et sur certaines cultures sensibles de P. fluorescens. 


En admettant qu’il existe, comme dans la famille des marces- 
cines (Hamon et Péron [44}), des pyocines inactives (ou trés peu 
actives) sur la souche révélatrice P10S, ne pourrait-on pas consi- 
dérer alors que Jes bactériocines produites par P. fluorescens 
sont des pyocines ? Nous avons essayé de vérifier cette hypothése 
en recherchant la résistance croisée éventuelle de certaines bac- 
téries A ces deux types de bactériocines. En effet, certaines pyo- 
cines et certaines bactériocines élaborées par P. fluorescens sont 
parfois actives sur la méme souche de P. pyocyanea ou de P. fluo- 
rescens ; nous avons recherché si les mutants de cette souche qui 
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résistent & ces pyocines ne deviendraient pas en méme temps 
résistants aux bactériocines de P. fluorescens, ce qui démontre- 
rait Pidentité (ou tout au moins la parenté) de certaines pyocines 
et bactériocines de P. fluorescens. 

Ainsi, la souche de P10S est sensible a la fois a la bactériocine 
de R20 et a la plupart des pyocines. Les mutants résistants a la 
bactériocine produite par la souche R20 de P. fluorescens ont 
conservé leur sensibilité a toutes les pyocines que nous possé- 
dons. De méme, la souche P42 de P. fluorescens est sensible a la 
fois aux pyocines Stamm 5 et Stamm 6 et aux bactériocines des 
souches V60, Pc136, Pcl17 et S927 de P. fluorescens ; nous ayons 
pu constater que les mutants de P42 résistants aux pyocines consi- 
dérées ne perdaient pas leur sensibilité aux bactériocines de 
P. fluorescens et vice versa. Des constatations identiques ont été 
faites avec la souche P50 de P. fluorescens qui est restée sensible 
a la bactériocine (pyocine ?) de la souche N60 de P. putrefaciens 
apres avoir été rendue résistante a la bactériocine de la 
souche SP27 et vice versa. 

Bien que les souches sensibles 4 la fois 4 des pyocines et a des 
bactériocines de P. fluorescens soient peu nombreuses, il nous 
semble logique d’admettre, d’aprés leur absence totale de résis- 
tance croisée avec les pyocines et leur activité principale sur des 
cultures appartenant 4 l’espéce P. fluorescens, que les antibio- 
tiques produits par P. fluorescens sont différents des pyocines. 

Ces bactériocines n’agissent pas sur les souches B, K12 d’E. coli 
et Y6R de Sh. paradysenteriae qui sont trés sensibles aux coli- 
cines ; elles se distinguent done des colicines. 

‘Les bactériocines Pcll7 de P. fluorescens et PA4 de P. aptata 
sont actives sur les cultures 17-60 de Serratia plymuthicum et 
18-60 de Sarratia kilensis qui nous servent de sonches révéla- 
trices pour la mise en évidence et le titrage des marcescines {44]. 
Malgré cette constatation, les bactériocines produites par P. fluo- 
rescens et P. aptata se séparent également des marcescines, ces 
derniéres n’étant jamais actives sur les souches AA60, AB60, B60, 
P42, P50, P62, Pell7, Pcl36, R67, U102, S927; V60 que nous 
utilisons comme souches révélatrices des bactériocines de P. fluo- 
rescens. 

Ces antibiotiques different aussi de la viscosine [46], substance 
antagoniste élaborée par P. viscosa, dont les propriétés physico- 
chimiques, absence d’activilé sur la plupart des bactéries Gram- 
négatives et le pouvoir antituberculeux la séparent des bactério- 
cines. Enfin, ils n’ont de rapport ni avec la comirine (Forsyth [8)), 
substance antibiotique qui est extraite des cultures de P. anti- 
mycetica par épuisement par le n-butanol a pH 6,5 et qui agit 
sur Aspergillus flavus, ni avec les fractions non définies extraites 
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de P. fluorescens qui exercent une action inhibitrice sur divers 
champignons pathogénes (Stieb et Walker {47)). 

Les antibiotiques produits par P. fluorescens forment donc, 
a notre avis, une nouvelle famille de bactériocines que nous pro- 
posons de désigner sous le terme de fluocine (3). Le genre Pseu- 
domonas apparait done fortement marqué par la propriété bacté- 
riocinogéne ; en effet, des études peu étendues ont déja démontré 
Vexistence de deux familles de bactériocines parmi les diverses 
espéces : les pyocines et les fluocines (il est, d’ailleurs, possible 
que les bactériocines produites par les bactéries phytopathogénes 
appartenant a ce genre, tel l’antibiotique de la souche PA4 de 
P. aptata, soient différentes des pyocines et des fluocines). Cepen- 
dant, dans la famille des Pseudomonadaceae, la bactériocinogénie 
n’est pas l’apanage du seul genre Pseudomonas ; en effet, nous 
avons pu mettre en évidence cette propriété chez 6 souches de 
Xanthomonas (2 souches de X. juglandis, 1 de X. phascoli, 1 de 
X. albilineans, 1 de X. vexicatoria et 1 de X. betiicola) fexpériences 
inédites de Y. Hamonj}; bien qu’elles agissent parfois sur la 
culture P10S de P. pyocyanea et quelques cultures de P. fluo- 
rescens, ces bactériocines paraissent étre spécifiques du genre ; 
les pyocines, fluocines et bactériocines de Xanthomonas font donc 
partie de la sous-classe des pseudomonadacines, tandis que les 
colicines appartiennent aux entérobactériocines. 


RESUME 


Nous avons recherché les propriétés lysogéenes et bactériocino- 
génes parmi 19 souches de P. pyocyanea, 28 de P. fluorescens, 
3 de P. stutzeri, 2 de P. putida et 14 de divers Pseudomonas 
phytopathogénes (P. aptata, P. alliicola, P. caryophilli, P. corona- 
faciens, P. delphinii, P. glycinea, P. lachrymans, P. marginata, 
P. melba, P. mori, P. solanacearum, P. syringa). 


La plupart des souches de P. pyocyanea ont été trouvées lyso- 
génes et pyocinogénes (15 cultures lysogénes, 18 pyocinogenes 


(3) Nous avons adopté le nom de fluocine, quoique disgracieux, pour 
remplacer le terme de fluorescine que nous avions précédemment 
choisi [18] ; en effet, le nom de fluorescine désigne déja le pigment 
vert fluorescent produit par les Pseudomonas et, de ce fait, il ne peut 
étre retenu ; d’autre part, en anglais, fluorescin est la traduction de 
fluorescéine, substance colorante (phtaléine de la résorcine) et de la 
fluorescine, pigment vert fluorescent produit par les Pseudomonas, 
Le choix du terme fluorescine pour nommer la bactériocine produite 
par P. fluorescens ne pourrait qu’amener une confusion supplémen- 
taire dans le sens du mot anglais fluorescein. 
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sur 19 cultures étudiées) ; au contraire, parmi les souches appar- 
tenant aux autres especes de Pseudomonas, une seule a été 
trouvée lysogene sur la culture P10S de P. pyocyanea : BG6O de 
P. stutzeri (la souche P10S est sensible 4 la plupart des bactério- 
phages pyocyaniques). De méme, nous n’avons rencontré que 
14 souches bactériocinogénes de P. fluorescens et 2 souches bac- 
tériocinogénes seulement parmi les Pseudomonas phytopatho- 
genes (PA4 de P. aptata et PL102 de P. lachrymans). 

Les bactériocines produites par P. fluorescens sont habituel- 
lement thermolabiles et trypsinorésistantes ; par ces propriéteés, 
elles se rapprochent des pyocines qui sont généralement sensibles 
ala chaleur et résistent assez fréquemment a la trypsine. Contrai- 
rement aux pyocines, elles agissent principalement sur les 
cultures de P. fluorescens ; ces derniéres sont, elles-mémes, moins 
sensibles aux pyocines que les cultures de P. pyocyanea. D’autre 
part, les bactériophages de lysogénéité et les bactériophages viru- 
lents actifs sur P. pyocyanea n’exercent aucune action sur P. fluo- 
rescens. 

Par leur spécificité d’action, les bactériocines produites par 
P. fluorescens se différencient done des pyocines ; en outre, elles 
n’agissent pas sur les souches révélatrices des colicines et des 
marcescines ; elles se comportent comme des bactériocines spéci- 
fiques de P. fluorescens et forment, a notre avis, une nouvelle 
famille de bactériocines, que nous proposons de désigner sous le 
terme de fluocines. Le genre Pseudomonas rassemble done des 
microbes trés fréquemment bactériocinogénes. Cependant, dans 
la famille des Pseudomonacaceae, cette propriété n’est pas l’apa- 
nage des Pseudomonas ; diverses espéces de Xanthomonas éla- 
borent, en effet, des bactériocines qui paraissent étre spécifiques 


de ce=-genre. 
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SUMMARY 


STUDIES ON LYSOGENIC AND BACTERIOCINOGENIC PROPERTIES 
IN THE GENUS Pseudomonas. 


The authors have examined different strains of Pseudomonas 
for their lysogenic and bacteriocinogenic properties : 19 strains 
of P. pyocyanea, 28 P. fluorescens, 3 P. stutzeri, 2 P. putida, 
and 14 strains of various phytopathogenic Pseudomonas : P. 
aptata, P. allitcola, P. caryophilli, P. coronafaciens, P. delphi- 
ni, P. glycinea, P. lachrymans, P. marginata, P. melba, P. mori, 
P. solanacearum, P. syringa. Most strains of P. pyocyanea proved 
lysogenic and pyocinogenic (15 lysogenic and 18 pyocinogenic 
cultures out of 19 studied). 

On the contrary, among the strains belonging to the other 
species of Pseudomonas, only one proved lysogenic for the P10S 
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culture of P. pyocyanea : P. stutzeri BG6O (the strain P1OS is 
sensitive to most pyocyanic phages). The authors found only 
1 bacteriocinogenic strain of P. fluorescens, and 2 among the 
phytopathogenic Pseudomonas : P. aptata PA4 and P. lachrymans 
PL102. 

The bacteriocins produced by P. fluorescens generally are 
thermolabile and trypsin resistant. They are therefore related 
to pyocins, which generally are thermosensitive and often tryp- 
sin resistant. Contrarily to pyocins, they are mainly active on 
the cultures of P. fluorescens, which are themselves less sensitive 
to pyocins than the cultures of P. pyocyanea. On the other hand, 
temperate and virulent phages active on P. pyocyanea are inactive 
towards P. fluorescens. 

Their activity spectrum differentiates bacteriocins produced by 
P. fluorescens from pyocins; besides, they are not active on 
indicator strains to colicins and marcescins; they behave as 
bacteriocins specific for P. fluorescens and constitute a new 
family of bacteriocins, for which the authors suggest the name 
« fluocins ». The genus Pseudomonas includes therefore germs 
which are very often bacteriocinogenic. However, in the Pseu- 
domonadaceae family, this property belongs not only to Pseudo- 
monas but also to various Xanthomanas species which produce 
bacteriocins probably specific for the genus Xanthomonas. 
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ACTIVITE POLYPHENOL-OXYDASIQUE DES BACILLES 
TUBERCULEUX SENSIBLES ET RESISTANTS A L’INH (”*). 


par A. ANDREJEW, Ch. GERNEZ-RIEUX et A. TACQUET (**). 


(Institut Pasteur de Lille) 


Nous avons montré précédemment (Andrejew et coll. {4]}), que 
les bacilles tuberculeux sensibles et résistants a INH (hydrazide 
de l’acide isonicotinique), possédent un spectre cytochromique 
(cytochromes des types a, b et c) ainsi qu'une activité cytochrome- 
oxydasique, semblables. Cependant, une différence notable appa- 
rait en ce qui concerne leur activité peroxydasique : contrairement 
aux bacilles sensibles, les bacilles résistants a4 ?INH ne mani- 
festent qu’une activité peroxydasique fortement abaissée ou nulle 
(Andrejew et coll. [2)). 

Poursuivant l’étude des différents systemes d’oxydation de ces 
bactéries, nous avons constaté une différence similaire en ce qui 
concerne leur activité polyphénol-oxydasique : les bacilles tuber- 
culeux sensibles 4 lINH manifestent une activité catéchol-oxyda- 
sique nette, bien que relativement faible, tandis que cette méme 
activité est fortement affaiblie ou nulle chez les bacilles résistants 
a PINH. La présente note est consacrée a l’étude de cette obser- 
vation. + 


METHODES 


On sait que le brunissement (« darkening »), au contact de lair, 
d’une pomme de terre coupée, par exemple, est principalement du 
a lactivité polyphénol-oxydasique, trés forte chez ce tubercule. 


TEST DE BRUNISSEMENT. — Nous appellerons ainsi le test effectué dans 
les conditions suivantes : on introduit dans une série de tubes a hémo- 
lyse 0,3 ml de tampon phosphate 0,2 M pH 7 (1) [concentration finale 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 juillet 1961. 

(**) Travail exécuté avec Vaide du C.N.R.S. 

(1) Tampon phosphate 0,2 M pH 7 : 390 ml de solution A + 610 ml 
de solution B. Solution A: 27,23 g de PO,H,K pour 1000 ml d’eau 


bidistillée. Solution B: 71,65 g de PO,HNa,.12H,O pour 1000 ml 
d’eau_bidistillée. ‘ . 
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de 0,03M]; 0,1 & 0,2 ml d'une solution aGgueuse de catéchol 
a 110 mg/ml (concentration finale 0,05 4a 0,1M); 0,5 ml (environ 
5 mg en poids sec) d’une suspension (ou 1 ml de broyat) de bactéries. 
On compléte 4 2 ml avec l’eau bidistillée. 

Pour éviter toute contamination hbactérienne, on peut ajouter au 
mélange 0,1 ml de pénicilline & 50000 pg/ml et 0,1 ml de strepto- 
mycine 4 5000 ug/ml, qui n’exercent aucune action sur l’activité 
étudiée. On compléte ensuite & 2 ml avec de l'eau bidistillée. 

Les témoins sont dépourvus de bactéries, ou additionnés de bactéries 
ou de leurs extraits, préalablement chauffés trente minutes 4 100°. 

Les tubes sont agités de temps en temps et laissés A 18°-20°. 


Lorsque la réaction est fortement positive, le brunissement devient 
apparent dés les dix premiéres minutes. La couleur s’intensifie ensuite 
progressivement pour passer d’ambré-rose clair au brun-rouge moyen 
et, aprés vingt-quatre heures, au brun-rouge plus ou moins foncé. 
Il est nécessaire d’agiter les tubes avant de lire les résultats du test. 

Dans les tubes témoins on n’observe, en vingt-quatre heures, qu’une 
couleur rose pale due a l’auto-oxydation du catéchol (test négatif). 


MESURES MANOMETRIQUES. — Les essais de détermination quantitative 
de l’activité polyphénol-oxydasique sont effectués suivant les indications 
de Keilin et Mann [5], au moyen d’un appareil de Warburg, en atmo- 
sphére d’air, 4 37° pour les bactéries intactes et & 25° pour les sur- 
nageants de broyats. Les fioles contiennent : 0,3 ml de tampon phos- 
phate 0,2 M, pH 7 ; 0,5 ml de suspension bacillaire ou 1,4 ml de sur- 
nageant de broyat. La cupule centrale contient 0,1 ml de KOH 
a 20 p. 100 + papier. Au temps 0, on ajoute le substrat (catéchol, 
p-crésol, DOPA, tyrosine, hydroquinone ou pyrogallol). On compléte 
4 2,1 ml avec de l'eau. 


EXAMEN SPECTROSCOPIQUE. — Le spectre cytochromique des _bhacilles 
intacts et de leurs poudres acétoniques est étudié a l’aide du spectro- 
scope a vision directe de Zeiss, dans les conditions décrites précédem- 
ment [4]. 


MESURES DE L’ACTIVITE PEROXYDASIQUE. — Les dosages de la purpuro- 
galline, obtenue suivant le procédé indiqué antérieurement [2], sont 


x 


effectués a l’aide de ]’électrophotométre de Meunier. 


BROYATS BACILLAIRES. Les bactéries sont broyées mécaniquement, 
pendant vingt minutes 4 0°, en présence de sable ou de poudre de 
yerre, dans le tampon phosphate 0,013 M pH 7. Les broyats, centrifugés 
a froid pendant quarante minutes, 4 30000 g, fournissent les surna- 
geants que nous employons a l'état dialysé (Sz) et non dialysé (Sy). 

Une partie du surnageant est traitée suivant une technique dérivée 
de celle de Kubovitz [6]: 10 ml de surnageant sont additionnés de 
5 mg de catéchol et de 8 mg d’acide ascorbique (dissous et neutralisé 
avec KOH dans 2 ml d’eau). On ajoute 0,2 ml de KCN 2M (neutralisé 
avec HCl). On laisse le mélange en atmosphére d’azole pendant trente 


x 


minutes. Ensuite on ajoute, 4 froid, SO,(NH,), a saturation. On cen- 
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trifuge a froid, on redissout le précipité dans un peu d’eau et on 
dialyse A + 4° pendant trente-six heures, d’abord contre le tampon 
phosphate 0,01 M pH 7, ensuite contre ce méme tampon 0,005 M pH 7. 

On obtient ainsi le surnageant Sy, dont on étudie lactivité poly- 
phénol-oxydasique, en présence et en l’absence de traces de Cut+ 
(fournies par SO,Cu.5H,O), destinées a reconstituer le groupement 
prosthétique de l’enzyme, dont le cuivre a été complexé par KCN et 
éliminé par dialyse. 

Le témoin, non traité, est dialysé dans les mémes conditions. 


PouprE ackroniqgurE. — Les bactéries sont homogénéisées a l’aide d’un 
homogénéiseur de Potter, dans 10 A 20 vol. d’acétone froide (0°), filtrées 
rapidement sur l’entonnoir de Buchner et séchées dans un dessiccateur 
a vide, A la chambre froide. 


CULTURES BACTERIENNES. — Les bacilles tuberculeux et les Mycobac- 
téries atypiques sont cultivés sur milieu de Léwenstein, additionné 
ou non d’INH, et, exceptionnellement, sur milieu de Dubos. 

Les suspensions bacillaires trés fines sont obtenues, dans tous les 


cas, & aide des homogénéiseurs du type Potter-Elvehjem mus méca- 
niquement. 


RESULTATS 


I. — Essais de mise en évidence 
de l’activité polyphénol-oxydasique. 


; A. — PRoBLEME DES INTERFERENCES SECONDAIRES. 


Suivant le procédé qualitatif de Pugh et Raper, Méerke [8] a vu 
que le BCG, ainsi que H37 et, 4 un degré moindre, le milieu ayant 
servi 4 leur culture, oxydent certains phénols, tels que le 1,2,4- 
trihydroxybenzéne, le pyrogallol, le catéchol ou hydroquinone et 
n’oxydent pas le phloroglucinol, le résorcinol ou la tyrosine. 
Obtenu a Vaide de l’acide trichloracétique, a partir de ce milieu 
de culture, le précipité, redissous et neutralisé, manifeste éga- 
lement une certaine activité (relativement thermostable). 

Cette observation rend probable l’existence d’une polyphénol- 
oxydase chez les bacilles tuberculeux, mais ne permet pas 
(’affirmer que la réaction étudiée (oxydation d’un polyphénol) 
est due a cette enzyme. 

En effet, en absence de toute polyphénol-oxydase, un donateur 
(hydrogéne du type polyphénol, tel que le catéchol, peut étre 
oxydé, en particulier, et par la cytochrome-oxydase (par l’inter- 
médiaire du cytochrome ¢ oxydé), et par la peroxydase, tout en 
donnant le méme produit final. 
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L’activité cytochrome-oxydasique s’exerce suivant le schéma 


cylochrome- 
oxydase 
{ is + cytochrome c-Fet++ +5 02 ? > 
ner (0) 
cytochrome c-Fet+ + H,O + () CAINE 
GF 
o-quinone 


L’activité peroxydasique catalyse l’oxydation du catéchol par 
H,0,, ou un autre peroxyde convenable (et nous avons vu que 
les bacilles tuberculeux sensibles et résistants 4 l’INH produisent 
H,O, au cours de leur métabolisme [4}) suivant le schéma : 


0) 
OH \| 
/\ou Dees 
} | + H,0, > 2 H,0 + | | — — — ——> milanine 
N\A hz 
Catéchol o-qutnone 


L’oxydation polyphénol-oxydasique s’effectue directement au 
moyen de l’oxygéne moléculaire : 


(0) 
OH I 
“Non : ene 
| | +5 0. ——>H0+ | | --- > mélanine 
SZ 7 
Catéchol o-quinone 


(Le catéchol peut également étre oxydé, au moyen de O, molé- 
culaire, par la pyrocatéchase, en donnant l’acide cis- cis-muco- 
nique.) 

Rappelons que la cytochrome-oxydase, le cytochrome c et la 
peroxydase (comme la catalase) appartiennent au groupe des 
enzymes et transporteurs héminiques (a groupement prosthétique 
contenant du fer), tandis que la polyphénol-oxydase, fait partie 
d’un groupe différent, celui des enzymes 4 groupement prosthé- 
tique renfermant du cuivre. 


L’oxydation d’un polyphénol n’étant pas spécifique de la poly- 
phénol-oxydase, il est done nécessaire, avant d’envisager 1’exis- 
tence de cette enzyme chez les bacilles tuberculeux, d’examiner, au 
moins, la possibilité et l’importance éventuelle des interférences 
secondaires que nous venons de rappeler. 
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B. — ExpERIMENTATION. 


Comme nous l’avons vu plus haut (« Méthodes »), lorsque, dans 
nos conditions d’expérience, on ajoute du catéchol 4 une suspen- 
sion de bacilles tuberculeux sensibles 4 l’INH, la solution acquiert, 
généralement, en moins de trente minutes, une légére teinte brun- 
rose qui s’intensifie progressivement et devient d'un brun-rouge 
plus ou moins prononcé aprés vingt-quatre heures. Méme lors- 
qu’on n’agite pas cette suspension, la réaction est positive, car 
les bactéries, qui sédimentent rapidement, diffusent l’enzyme dans 
la solution et le brunissement a lieu dans la couche supérieure 
du mélange, dans sa zone la plus aérée. 

Les broyats donnent une coloration brune trés foncée, tandis 
que les bactéries intactes donnent, en général, en vingt-quatre 
heures, un test plus faiblement positif, de couleur brun-rouge 
moyen. 

Les surnageants de broyats précipités par SO,(NH,)., entre 0,3 
et 0,8 de saturation, fournissent une fraction active, qui posséde 
également des activités catalasique et peroxydasique. 

Comme les extraits de pomme de terre, les bactéries intactes, 
ainsi que les surnageants de leurs broyats, perdent toute activité 
catéchol-oxydasique aprés un chauffage de trente minutes 4 100°. 

Le brunissement observé est done d’origine enzymatique, mais 
est-il da a l’activité catalasique, peroxydasique, cytochrome-oxyda- 
sique ou polyphénol-oxydasique de ces bactéries ? 


Le test de brunissement et les activités catalasique et peroxyda- 
sique. — De fortes solutions (0,1 mg/ml) de catalase purifiée du 
foie de boeuf (Kat.f. = 1400) ne donnent pratiquement pas de 
brunissement dans nos conditions d’expérience. Ajoutée aux sus- 
pensions bacillaires, la solution de catalase n’influence pas ce test. 

De méme la peroxydase (« horse radish ») purifiée mais non 
cristallisée (2) (P. Z. = 180), et done susceptible de contenir des 
traces de polyphénol-oxydase, exerce, en absence de H,O,, une 
action négligeable 4 la concentration de 2 ug/ml et une action rela- 
tivement faible a la concentration de 4 ug/ml. L’addition de H,0,, 
en plus du catéchol, 4 une suspension ou un broyat de bacilles, 
produit un brunissement beaucoup plus rapide et intense. L’acti- 
vité peroxydasique se surajoute ainsi a l’activité polyphénol- 
oxydasique. 

Puisque les bacilles tuberculeux produisent H,O, au cours de 
leur métabolisme normal, les suspensions ou les broyats de ces 
bacilles possédent-ils H,O, ? 


(2) Washington Biochem. Corp. 
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Nous avons signalé que la production de H,O, par ces bactéries 
est un processus fugace, qui, méme chez les bacilles INH-résis- 
tants, dépourvus de catalase et de peroxydase, ne semble pas 
aboutir a une accumulation quelconque de H,O, [2]. 

Au cours du présent travail, toutes nos recherches de traces de 
H,0,, faites 4 Vaide du réactif au titane, se sont révélées tota- 
lement négatives, et pour les différentes suspensions bacillaires, 
et pour leurs broyats dialysés et non dialysés. Ainsi, nous avons 
acquis la certitude que le brunissement observé dans nos condi- 
tions d’expérience, en particulier avec les surnageants de broyats 
bacillaires fractionnés avec SO,(NH,), et dialysés, est obtenu en 
Vabsence de toute trace de H,0,. 

D’autre part, le test de brunissement obtenu avec les bacilles 
tuberculeux intacts ou broyés est fortement inhibé par le 
DDC 107M et méme 10M (diéthyldithiocarbamate de Na, 
inhibiteur plus spécifique des enzymes contenant du cuivre 
que des enzymes héminiques). Comme pour les bactéries, le 
DDC 10-* M inhibe trés fortement mais n’arréte pas comple- 
tement l’activité polyphénol-oxydasique moyenne d’un extrait dilué 
de la pomme de terre. Dans les deux cas, l’inhibition est égale- 
ment nette, bien que plus faible, en présence de DDC 10 M. 

Par contre, l’activité peroxydasique des bacilles tuberculeux 
intacts n’est inhibée que trés faiblement par le DDC 10-*M et 
n’est pas inhibée du tout par le DDC 10~ et 10M. 

D’ailleurs, le DDC 10-* M n’exerce également aucun effet sur 
lactivité peroxydasique d’une solution de peroxydase (« horse 
radish ») purifiée (1 pg/ml). L’inhibition de la peroxydase purifiée 
(3 pg/ml) n’est que de 22 p. 100 et celle de la peroxydase trois 
fois plus diluée (1 ug/ml), de 46 p. 100 en présence de DDC 10 M 
(qui inhibe presque totalement l’activité polyphénol-oxydasique de 
cette préparation). 

L’hydrazine hydratée neutralisée, 10—* M, inhibe presque comple- 
tement le test de brunissement en présence des bactéries intactes 
et de leurs broyats. L’hydrazine inhibe le processus méme du 
brunissement (l’activité polyphénol-oxydasique) et n’a pas d’effet 
sur la couleur déja formée. 

De méme, le KCN 10- M inhibe fortement ce test, appliqué soit 
aux Mycobactéries intactes ou a leurs broyats, soit 4 l’extrait de 
pomme de terre. 

Le test du brunissement n’est pas applicable en présence de 
INH : une réaction secondaire fortement colorée se produit, dans 
ces conditions, et interfére avec le test proprement dit. L’INH 
se trouve oxydé par les produits d’oxydation du catéchol. A la 
longue, méme en l’absence de l’enzyme, cette réaction, bien que 
moins prononcée, a lieu entre l’INH et le catéchol (qui s’oxyde 
spontanément). 
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Le test de brunissement et l’activité cytochrome-orydasique. — 
A la suite des observations précédentes il ne semble pas que le 
brunissement puisse étre attribué a l’activité catalasique ou per- 
oxydasique des bacilles tuberculeux. 

Le systéme cytochrome-oxydasique peut-il y jouer un role 
important ? 

Nous avons vu que le DDC 10~ M inhibe fortement le brunisse- 
ment polyphénol-oxydasique, mais n’inhibe pratiquement pas- 
l’activité peroxydasique des bacilles tuberculeux intacts. 


pl O2 consommé 
e<tal(V hh WO 
O10 OS) Guo 


p!0,/mg (poids sec)de bactéries 


Heures Heures 


Fic. 1. — Action du DDC sur la respiration de H,,Ra. ] : Endogéne ; 2 : Glycérol 
5 x 10 M; 8: DDC 10-3M;; 4: Acétate5 x 10 M; 5: Glycérol ou acétate 
5x 10-3 M + DDC 10-3 M ou 2x 10-3 M. 


Fic. 2. — Action du Tween 80 sur la respiration de H,,Ra. 1 : Endogéne ; 
2 : Tween 80 4 0,3 p. 100; 3 : Tween 80 a 0,6 et 1,5 p. 100. 
Fic. 3. — Consommation de O, en présence de : 1 : Surnageant dialysé de 


broyat de M. Grassberger + Catéchol 5 x 10-2 M; 2: Méme_ surnageant 
chauffé + Catéchol 5 x 10-—2M ; 3 : Méme composition que 1+ DDC 10—M. 
Température : 25°. 


Le DDC 10-*M, et méme 2 x 10-*M, n’inhibe pas non plus 
la respiration de ces bactéries. Au contraire, comme le montre la 
figure 1, la respiration endogéne (en l’absence de substrat ajouté), 
ainsi que le Qo, obtenu en présence de glycérol (50 »M/ml), ou 
d’acétate (50 »M/ml), sont plus ou moins exaltés par le DDC 
(10-* M et méme 2x 10—* M). 

L’azoture de Na (N,Na 10 M) inhibe également l’activité poly- 
phénol-oxydasique de ces bactéries, mais exalte leur Qo, de 
60 p. 100 environ (BCG 847). 

D’autre part, nous avons préparé une poudre acétonique de 
H37Ra (agés de 14 jours) qui présente les caractéristiques sui- 
vantes. L’activité polyphénol-oxydasique de cette poudre est trés 
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nette (test du brunissement positif), bien que légérement affaiblie 
par rapport aux bactéries non traitées. Cependant, la respiration, 
aussi bien endogéne qu’en présence de glycérol ou d’acétate, est 
abolie (Qo, < 0,1). 

L’examen spectroscopique de cette poudre démontre la pré- 
sence de trois bandes principales d’absorption, a 605, 565 et 
550 mu, identifigées comme étant respectivement les bandes 
des cytochromes des types a, b et c. Ces bandes sont trés nettes 
et possédent les mémes caractéristiques que celles de ces mémes 
bactéries n’ayant pas subi de traitement acétonique : bandes 
visibles d’emblée sans addition de réducteur ; bande c (550 mu) 
plus forte que bande b (565 mu); bande a (605 mp) également 
assez intense. En présence d’hydrosulfite, les bandes c et b 
deviennent, a la longue, d’intensité semblable, c étant plus dense 
et b plus diffuse. 

Ainsi, comme on pouvait s’y attendre, le traitement acétonique 
détruit en majeure partie, sinon totalement, la cytochrome-oxydase 
de H87Ra, sans produire de dommages visibles a leurs cyto- 
chromes. De ce fait, ne pouvant plus étre oxydé dans nos condi- 
tions expérimentales, le cytochrome c de la poudre acétonique 
perd le pouvoir d’oxydo-réduction qui lui est propre et qui lui 
est nécessaire pour oxyder le catéchol d’une facgon continue. Par 
conséquent, le cytochrome c ne peut étre responsable du brunis- 
sement progressif que nous avons observé en présence de catéchol 
avec cette poudre acétonique. D’autant plus que, dans les condi- 
tions naturelles, les cytochromes des Mycobactéries, et en parti- 
culier ceux des bacilles tuberculeux, se trouvent déja 4 l'état assez 
fortement réduit et, particularité intéressante, restent ainsi réduits 
pendant plusieurs semaines en l’absence de tout substrat ou 
réducteur ajouté. On sait que les cytochromes des autres aérobies 
(tels que B. subtilis ou la levure de boulangerie cultivée en aéro- 
biose {9}) ne sont plus visibles au spectroscope (état oxydé) dés 
la séparation des microorganismes de leur milieu de culture et 
ne redeviennent visibles (état plus ou moins réduit) qu’aprés 
addition d’un substrat ou d’un autre réducteur. 

Le traitement acétonique appliqué aux bacilles tuberculeux 
permet donc de dissocier l’activité cytochrome-oxydasique (qui 
devient négative) de l’activité polyphénol-oxydasique (qui reste 
positive), les deux activités étant positives chez les bactéries non 
traitées. Outre l’activité catéchol-oxydasique (brunissement), la 
poudre acétonique des bacilles tuberculeux conserve également 
les activités catalasique et peroxydasique. 

De méme, lorsqu’on traite le surnageant de broyat des bacilles 
tuberculeux par SO s(NHy), on obtient, entre 0,3 et 0,8 de satu- 
ration, une fraction qui, aprés dialyse, ne manifeste aucune acti- 
vité cytochrome- -oxydasique, tout en donnant un test de brunis- 
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sement positif et méme plus rapide (au départ) et plus intense 
(en vingt-quatre heures) que celui obtenu avec les bactéries 
entiéres. 

D’autre part, les souches fortement résistantes 4 INH (H37Ra, 
BCG 847, résistant respectivement 4 100 et 300 pg d’INH/ml), 
possédent, et les cytochromes, et l’activité cytochrome-oxyda- 
sique [4], mais ne donnent pas de test de brunissement. 

Par conséquent, il ne semble pas que le brunissement observé 
dans nos conditions d’expériences, puisse étre dai a |’activité 
cytochrome-oxydasique des bacilles tuberculeux. 


II. — Quelques caractéristiques 
de l’activité polyphénol-oxydasique des bacilles tuberculeux. 


Comme dans le chapitre précédent, les caractéristiques que 
nous étudions ici ont pour objet principal d’apporter quelques 
arguments nouveaux concernant le probléme de |’existence d’une 
polyphénol-oxydase chez les bacilles tuberculeux (sensibles 
a l’ INH). Nous n’avons pas cherché a isoler et 4 purifier l’enzyme, 
et a préciser ensuite ses caractéristiques par rapport a celles des 
autres polyphénol-oxydases connues. Le présent travail est centré 
sur la différence d’activité polyphénol-oxydasique des bacilles 
tuberculeux sensibles et résistants & PINH. 


Essais de déterminations quantitatives de lactivité catéchol- 
oxydasique. — Dans nos conditions d’expérience, le catéchol 
(0,01-0,05 M) n’augmente pas la respiration (Qo,) des Mycobac- 
téries intactes et, par conséquent, les mesures manométriques de 
leur activité polyphénol-oxydasique, suivant le procédé de 
Keilin et Mann [5], s’avérent difficiles. 

Les essais en vue d’améliorer la perméabilité bacillaire a l’aide 
de substances tensio-actives ont donné les résultats suivants. Les 
sels biliaires (Difco, bacto bile salts n° 3) a 0,1 et 0,2 p. 100 
inhibent le Qo, endogéne de prés de 80 et 100 p. 100, respecti- 
vement. Par contre, le Tween 80 (ester de poly-oxyéthyléne sor- 
bitane de lacide oléique), & la concentration finale de 0,3 
a 1,5 p. 100, augmente fortement la respiration bacillaire (fig. 2). 
Nous avons vu précédemment, que les Mycobactéries possédent 
une activité lipasique [8]. Le Tween 80 est donc susceptible d’étre 
hydrolysé et de fournir de l’acide oléique pouvant servir de 
substrat respiratoire. 

La respiration endogéne, ainsi que la respiration obtenue en 
présence de Tween 80, n’est pas augmentée par le catéchol 0,01 M, 


mais est plus ou moins fortement inhibée par le catéchol 0,05 et 
0,025 M. 
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Le test du brunissement est, au contraire, d’autant plus rapide 
(surtout dans sa phase initiale) qu'il y a plus de catéchol (0,05- 
0,2 M) et se trouve nettement défavorisé en présence d’une quan- 
tité relativement faible de catéchol (0,025 M). Avec un extrait de 
pomme de terre, le brunissement est également plus rapide, au 
départ, en présence du catéchol 0,05 M qu’avec le catéchol 0,025 M. 
Pourtant, comme nous venons de le voir, le catéchol 0,025 M 
inhibe déja la respiration de ces mémes bactéries. 

Dans ces conditions, les mesures manométriques correspondent 
done davantage a l’action du catéchol sur le métabolisme endo- 
géne (relativement élevé et durable) des Mycobactéries intactes 
qu’a leur activité polyphénol-oxydasique, qui est mieux reflétée 
par le test du brunissement. 

I] est a noter qu’au-dela d’une certaine limite, variable suivant 
la concentration de l’enzyme, un large excés de catéchol devient 
également inhibiteur pour l’activité catéchol-oxydasique. Cette 
inhibition se manifeste soit par un ralentissement ou un arrét du 
brunissement, soit par une décoloration de la couleur déja formée. 


Cet effet inhibiteur est d’autant plus prononcé que l’activité 
enzymatique est plus faible. Cependant, a activité semblable, un 
extrait de pomme de terre semble étre plus fortement inhibé par 
un méme excés de catéchol qu’un extrait bacillaire, sans doute 
a cause de la protection anti-toxique qu’exercent les protéines 
dont les broyats bacillaires sont beaucoup plus riches. En pré- 
sence de faibles concentrations d’enzyme, il semble, en outre, que 
Vactivité d’un broyat bacillaire puisse s’exercer pendant un laps 
de temps plus long que celle d’un extrait de la pomme de terre. 
Dans les deux cas, lorsque la concentration d’enzyme est accrue, 
les faibles quantités de catéchol, précédemment inhibitrices, 
ninhibent plus le processus de brunissement. 


D’autre part, le Tween 80 a4 0,3 p. 100 (qui, comme nous l’avons 
vu plus haut, augmente fortement la respiration des bacilles tuber- 
culeux) exerce un effet inhibiteur trés net sur le brunissement. Au 
cours d’un test de vingt-quatre heures, cette inhibition est per- 
ceptible méme avec 0,1 p. 100 de Tween 80. Plus on augmente 
la concentration du Tween 80 (0,2, 0,6, 1,5 ou 3 p. 100) et plus 
on inhibe le brunissement. 

Par contre, les sels biliaires (Difco) 4 0,1 et 0,2 p. 100 (qui 
inhibent trés fortement la respiration des bacilles tuberculeux) 
n’inhibent pas Je processus de brunissement et semblent méme le 
favoriser trés légérement dans certains cas (H37Ra). 

Lorsqu’on écarte les manifestations du métabolisme respiratoire 
endogéne en faisant agir une quantité convenable de catéchol sur 
les surnageants de broyats bacillaires, on obtient les résultats 
suivants. Comme le montre la figure 3, le surnageant de broyat 
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de M. Grassberger oxyde le catéchol et cette oxydation est sen- 
sible au DDC. 

En présence de broyats bacillaires l’oxydation du catéchol, 
mesurée manométriquement, est en général trés légerement supe- 
rieure (souvent assez semblable) a l’auto-oxydation de cette sub- 
stance. Cependant, méme lorsqu’il n’y a aucune différence mano- 
métrique entre l’auto-oxydation du catéchol (témoin) et son oxyda- 
tion en présence d’extraits bacillaires, une différence colorimé- 
trique nette apparait dans tous les cas : le test positif du bru- 
nissement n’a lieu qu’en présence des bactéries ou de leurs 
extraits. Méme aprés vingt-quatre heures, le témoin (catéchol 
seul ou catéchol + surnageant de broyat chauffé trente minutes 
a 100°) n’acquiert qu’une légére teinte rose dans les mémes condi- 
tions. 

Ainsi, en ce qui concerne l’activité polyphénol-oxydasique des 
Mycobactéries intactes ou broyées, le test du brunissement se 
révéle plus significatif que les mesures manomeétriques de l’oxyda- 
tion du catéchol. 

D’une facon générale, le test du brunissement semble étre plus 
sensible que les mesures manométriques effectuées suivant le pro- 
cédé employé {5].Avec une forte dilution de l’extrait de pomme 
de terre (comme avec certains extraits de Mycobactéries), nous 
avons pu obtenir, dans nos conditions d’expérience, un net bru- 
nissement qui n’était accompagné d’aucune différence manomé- 
trique appréciable par rapport au témoin. 

A la suite de ces observations, tout en donnant dans ce travail 
la préférence au test colorimétrique, il ne nous a pas paru souhai- 
table de suivre la méthode qualitative employée par Moerke [8], 
qui consiste a précipiter le produit de l’oxydation du catéchol 
(o-quinone) a l’état de dianilino-o-benzoquinone. . 

Le catéchol étant auto-oxydable, le produit de cette oxydation 
peut donc étre obtenu en quantité plus ou moins réduite, méme 
en l’absence des bactéries. Par rapport au témoin, la différence 
colorimétrique nette n’apparait que plus loin, lors des réactions 
suivantes qui aboutissent au brunissement. On sait, en effet, qu’a 


la suite de la réaction initiale (catéchol + > 02 —> o-quinone 


+ H,0), Po-quinone subit [40] une série de réactions (transforma- 
tions successives en hydroxy-hydroquinone et hydroxyquinone), 
avant d’aboutir 4 la formation de pigments foncés (« mélanine »), 
se trouvant a la base du brunissement. 

En appliquant le test du brunissement aux bacilles tuberculeux 
sensibles et résistants 4 INH, il nous a paru préférable de ne 
pas arréter le processus a son stade initial de l’o-quinone, malgré 
les réactions secondaires auxquelles cette substance peut donner lieu. 
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Essais de différents substrats. — Outre le catéchol (substrat qui 
nous a donné le meilleur résultat dans ce travail), nous avons 
essayé un certain nombre d’autres substrats, notamment le 
p-crésol, le pyrogallol, l’hydroquinone, le gaiacol, DOPA (1-3,4- 
dihydroxyphénylalanine) et la tyrosine. 

Suivant les procédés signalés, a |’exception du pyrogallol, nous 
n’avons pas obtenu avec ces substrats de résultats significatifs, 
ni avec les bactéries intactes, ni avec leurs extraits. Par rapport 
aux témoins, les mesures manométriques ne montrent que des 
différences trés faibles ou nulles. Avec les bactéries intactes, ni 
les sels biliaires (Difco), ni le Tween 80 a 0,1 ou 0,2 p. 100, ne 
modifient cet état de choses. 

D’autre part, ni avec le gaiacol (0,05 M), ni avec Vhydroqui- 
none (0,05 M), nous n’obtenons de réactions colorimétriques aussi 
prononcées qu’avec le catéchol. En présence de DOPA, un pré- 
cipité noir apparait spontanément a la longue. Il semble qu’en pré- 
sence de surnageant de broyat de H37Ra, cette précipitation soit 
tres légérement catalysée par des traces de catéchol. 


Influence de différentes conditions expérimentales. — Avec des 
substrats valables (catéchol, pyrogallol) les résultats obtenus en 
milieu neutre (tampon phosphate 0,03 M, pH 6,8-7) sont trés net- 
tement supérieurs 4 ceux obtenus en milieu acide (tampon acé- 
tate 0,01 M, pH 5). 

D’une facon générale, tous les surnageants de broyats des 
Mycobactéries étudiées se sont révélés légérement plus actifs aprés 
dialyse. Les broyats bacillaires contiennent donc un inhibiteur 
dialysable du brunissement ou tout au moins un substrat endo- 
géne susceptible d’interférer avec le catéchol. Cependant, les sur- 
nageants non dialysés et non additionnés de substrat ne donnent 
pas de réaction colorimétrique. Cet inhibiteur dialysable du bru- 
nissement se révéle, en outre, plus actif en présence de quantités 
relativement faibles de catéchol (0,05 M) qu’en présence de caté- 
chol 0,2 M, ot son action devient imperceptible. 

En présence des extraits bacillaires (surnageants dialysés), les 
traces de Cut+ (5 pM/ml) catalysent légérement le brunissement, 
ainsi que l’oxydation du catéchol mesurée manométriquement. 

La technique de Kubovitz [6] — qui consiste a débarrasser 
Venzyme de son cuivre (en le complexant avec KCN et en dialy- 
sant) et a rétablir ensuite son activité en ajoutant des traces de 
Cut+ — appliquée au précipité entier obtenu a4 partir des surna- 
geants bacillaires avec SO,(NH,), a saturation, nous a donné les 
résultats suivants. Dans certains cas, la fraction de surnageant 
traitée par KCN et soigneusement dialysée (S,,,), se révéle lége- 
rement moins active que la fraction correspondante dialysée mais 
non traitée par KCN (S,,). Lorsqu’on ajoute des traces de Cut+ 
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(5 wM/ml) a S,;, son activité augmente. Cependant, dans les 
mémes conditions, les activités de S, (surnageant tel quel, non 
dialysé) et de S,, sont également augmentées par des traces de 
Cus ks 

‘Les traces de cuivre favorisent dans tous les cas (bacilles intacts, 
surnageants de broyats traités et non traités) l’activité catéchol- 
oxydasique des Mycobactéries. Dans les mémes conditions, les 
témoins (catéchol ou catéchol + bacilles ou extraits chauffés) 
additionnés de traces de Cut++ ne donnent pas de test de brunis- 
sement positif, mais favorisent l’apparition d'une teinte verdatre, 
étrangére au test proprement dit. 


Ill. — Différenciation des bacilles tuberculeux 
sensibles et résistants a l’INH. 


Les résultats d’application du test du brunissement aux Myco- 
bactéries sensibles et résistantes 4 INH, cultivées sur milieu de 
Lowenstein, sont réunis dans le tableau I. 

Les bacilles tuberculeux intacts, sensibles a INH, donnent 
eénéralement un test positif et, exceptionnellement, un test dou- 
teux. Le fait que les tests de brunissement positifs sont d’inten- 
sité variable, prouve que l’activité polyphénol-oxydasique des 
bacilles intacts est plus ou moins prononcée suivant les souches. 

Lorsque l’activité est trés faible, il est nécessaire d’enrichir le 
mélange en bactéries. 

Dans certains cas, les cultures trés jeunes ou trés Agées peuvent 
donner des résultats douteux. 

Si le test est négatif avec les bacilles intacts sensibles a ’ INH, 
il est nécessaire de l’effectuer avec le broyat bacillaire ou, tout 
au moins, de repiquer les bactéries, et de le répéter avec une 
autre culture. 

Les cultures sensibles 4 INH que nous avons obtenues en 
milieu de Dubos ont donné également un test positif. 

Voici, sur exemple du BCG 847, certains détails concernant 
le test du brunissement appliqué aux bacilles sensibles et résis- 
tants 4 TINH. Le BCG 847 sensible & INH donne lieu a un bru- 
nissement d’autant plus rapide (intense au départ) qu’il y a plus 
de catéchol (0,025 a 0,2 M). C’est ainsi qu’aprés dix minutes 
a 25°, le mélange est déja fortement teinté en présence de caté- 
chol 0,2 M, tout en restant pratiquement incolore avec le caté- 
chol 0,05 ou 0,025 M. Cette différence initiale s’atténue a Ja longue 
et aprés vingl-quatre heures l’intensité du brunissement devient 
forte, et assez semblable, pour tous les essais compris entre 0,05 
et 0,2 M de catéchol. Les corps bacillaires sont teintés en rose 


TABLEAU I — Activité polyphénol-oxydasique des Mycobactéries 
intactes et broyées, sensibles et résistantes A l’INH. 


BACTERIES INTACTES 


= ACTIVITH 
te POLYPHENOI,- 
SOUCHES Op OXYDASIQUE 
Ba (LEST DE 
— | BRUNISSEMENT) 
| Humaines : 
15 Aa gic OL OC Sosa Pa POI SO Cris Racer te 22 + 
H37Rv résistant a 300 wg d INH/ml......... 22 — 
2 BSS TNA hohe ofc ah pai aks on avand wealersiars om Neem Le eis 12 + 
i) H37Ra résistant 4 300 ug @’INH/ml......... 12 ae 
& Bovines : 
£ 2 Ravenel ay sivrsvan trast eras bio tat ote Masia eee 22 + 
2) eee Ravenel résistant 4 100 ug d’INH/ml........ 22, — 
Hi o BCGHS AT pene ert kale as Puue toe hob tenet ects a 21 “+ 
2 g BCG 847 résistant 4 300 ug d@INH/ml....... 21 = 
Bis BCG CR ees, Uictare aie Sas Siasne, ea eueretedal eure) oa eles HIS Glo 13 + 
>| B | BCGEC résistantsa 300) 1g .0 MINED (mile. ea. 13 — 
s | Aviaires : 
a | Aviaire C naturellement résistant a 800 ug 
a | CAEINGEL [Madore retest. sono Chose te Crejele le etonens ec cora.s 18 =E 
Z Aviaire C résistant 4 3000 ug dINH/ml..... 18 — 
I =n Souches humaines virulentes sensibles a 1 INH.| 21-30] 52 souches +, 
2S 4 souches + 
"5 Souches humaines sensibles a l’INH (cultures 5 souches +, 
gs ECCS) tances te ayes, Scaled Poke MeuLGcses ensue or suoueyor teks 60-90] I souche +, 
ictal I souche — 
a8 Souches humaines résistantes a l’ INH 55 souches —, 
rr (EGE Shorey beeing emo Oe acter ere ec 27-38 | 6 souches + 
! n 
S24 | M. Yellow, M. War, R 440 (photochromogénes)..| 8-10 = 
S32 40 (p Es 
O'h-s M. Val, R , R 160 (non photochromogénes) ...| 10 — 
ow A, 357 P Es 
ae >| M. Vas, R 251, Duj, (scoto-chromogénes)........ 9 — 
= 
EUG TR Agape ev stayed ns spadenolls atone a telcceleoyel ein sieges, Sky onda 20 -- 
Es | H37Ra résistant 4 100 ug d’INH/ml......... 20 — 
& B13 {O16 0D Lies eh me eenice oad eNO iciciehineuaielede unre 17 + 
Aa BCG D résistant a4 100 ug @INH/ml ........ iy) — 
2G Aviaire FP 11 naturellement résistant 4 600 ug 
me GTI ater Adon doth icliy. dee SRO Hs, 40 II + 
ad Ayiaire FP II résistant 4 3000 pg d’INH/ml..| 11 — 
he OMS 8, M. War (M. photochromogénes) ...... 12 + 
Bie Kop (M. non photochromogéne) ............. 8 ao 
Be R 357, OMS 11, Duj, R 322, Tunis 1 038 
m (M. scotochromogénes) ..........5.-2-+2 eee g-12 + 
M. phlei 525 résistant & 4000 ug d’INH/ml...| 7 + 
M. smegmatis 8152 résistant 4 gooougd INH/ml.| 8 + 


brun moyen au brun foncé 


— = Incolore ou trés légérement rose. ++ = Faiblement coloré (douteux). + = Brun-rouge allant du 
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en présence du catéchol a forte concentration et ne changent pra- 
tiquement pas de couleur avec Je catéchol 0,05 ou 0,025 M. 


Avec le BCG 847, résistant 4 300 pg d’INH/ml, méme en pre- 
sence de fortes concentrations de bactéries, le test du brunisse- 
ment reste négatif aussi bien avec le catéchol 0,05 M que 0,2 M. 

Les autres souches fortement résistantes 4 l’INH (telles que 
H387Ra ou BCGD, résistants 4 100 pg d’INH/ml) donnent éga- 
lement un test négatif, a l’état intact et apres broyage, et sont 
donc totalement dépourvues de catéchol-oxydase. Par contre, les 
mémes souches (H37Ra et BCG D), sensibles a l’INH, intactes 
et surtout broyées, donnent un test fortement positif. 


En ce qui concerne leur activité polyphénol(catéchol)-orydasique, 
il existe donc une différence fondamentale entre les bacilles tuber- 
culeux sensibles et les bacilles tuberculeux fortement résistants 
a VINH. 

Comme dans les cas des activités catalasique |7] et peroxyda- 
sique [2], les bacilles tuberculeux de plus faible résistance (5 ou 
10 ug d’INH/ml) donnent généralement, a ]’état intact, un test 
négatif, parfois un test douteux ou faiblement positif. 

Les cultures résistantes 4 de trés faibles quantités d’INH (obte- 
nues en présence de 0,05 a 0,5 ng d’INH/ml et, par conséquent, 
susceptibles de contenir des pourcentages variables d’éléments for- 
tement résistants) peuvent donner, suivant les souches, un test du 
brunissement totalement négatif, douteux ou méme positif. 

‘Les Mycobactéries atypiques donnent, a4 l’état intact, un test 
négatif ou douteux avec le catéchol 0,05 M, mais un test positif 
avec le catéchol 0,15 ou 0,2 M. Cependant, méme dans ce dernier 
cas, l’activité de certaines souches (M. Yellow, par exemple) reste 
trés faible. 

En présence de catéchol 0,05 M, le test négatif obtenu avec les 
Mycobactéries atypiques intactes devient, en général, fortement 
positif avec les broyats de ces mémes souches (tableau I). 

Les broyats de Mycobactéries atypiques du groupe IV de Runyon 
fortement résistantes 4 VINH (M. phlei, M. smegmatis, résistants 
a 4000 pg d’INH/ml) donnent un test positif ou douteux. Il est 
possible que cette activité soit affaiblie par rapport aux souches 
témoins. 

Comme pour leurs activités catalasique et peroxydasique, une 
différence, au moins quantitative, apparait donc, également, sur 
le plan étudié, entre les bacilles tuberculeux fortement résistants 
a VINH (activité catéchol-oxydasique nulle) et les Mycobactéries 
atypiques « a croissance rapide » fortement résistantes 4 l?INH 
(activité positive, éventuellement affaiblie). 

Dans le présent travail, nous avons cherché a mettre en évidence 
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Pactivité polyphénol-oxydasique chez les bacilles tuberculeux, ainsi 
que la différence qui existe sur ce point entre les bacilles sensibles 
et résistants a l’ INH. Nous n’avons pas comparé le test basé sur 
cette différence avec ceux, déja connus, des activités catalasique et 
peroxydasique de ces bactéries. 


Nous pouvons noter, cependant, que, dans la pratique bactério- 
logique courante, le test & la benzidine dont nous avons décrit 
Papplication précédemment [2] s’avére nettement plus rapide que 
le test du brunissement employé dans ce travail. D’autre part, le 
test a la benzidine peut étre appliqué directement aux colonies bac- 
tériennes obtenues sur milieu de Lowenstein, tandis que le test du 
brunissement (avec le catéchol 0,05-0,1 M) concerne surtout la 
solution dans laquelle baignent les bactéries, et ne colore pas, ou 
ne colore que trés faiblement, ces derniéres. Ainsi, dans les tubes 
de Léwenstein, le test du brunissement est positif lorsque la solu- 
tion de catéchol ajoutée se colore en rose-brun plus vite que celle 
du témoin dépourvu de bactéries. 


En présence de fortes quantités de catéchol (0,2 M), les colonies 
de certaines souches se colorent en noir, mais le milieu de 
Lowenstein noircit également, ainsi que la solution introduite dans 
les tubes. I] suffit de ramener la concentration de catéchol a 0,05 
ou 0,1 M, pour que les colonies de ces mémes cultures ne se colo- 
rent plus et que seuls le liquide environnant et le milieu de 
Léwenstein brunissent 4 la longue. 


Il est done évident que c’est le brunissement de la solution envi- 
ronnante, et non celui des corps bacillaires, qui donne 4 ce test 
son maximum de sensibilité. 

D’autre part, si on utilisait de trop fortes quantités de catéchol 
pour obtenir la coloration des colonies mémes, on risquerait 
d’inhiber la réaction, surtout si l’activité catéchol-oxydasique des 
bactéries est particulicrement faible. C’est sans doute la raison 
pour laquelle les résultats basés sur la coloration des colonies 
entiéres des bacilles tuberculeux sensibles a INH, sont beau- 
coup plus irréguliers que ceux obtenus par le test du brunisse- 
ment que nous avons décrit. 


RESUME 


Les auteurs ont mis en évidence et étudié une activité poly- 
phénol-oxydasique chez les bacilles tuberculeux et les Mycobac- 
téries atypiques, intacts et broyés. 

Contrairement aux bacilles tuberculeux sensibles 4 V INH, les 
bacilles résistants 4 ’ INH ne possédent généralement pas d’acti- 
vité polyphénol-oxydasique. Cette différence enzymatique est aussi 
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caractéristique de ces bactéries que celle qui concerne leurs acti- 
vités catalasique et peroxydasique. { 
Un test polyphénol-oxydasique simple, décrit dans ce travail, 
nous a permis, sur de nombreuses souches, de différencier les 
bacilles tuberculeux sensibles des bacilles résistants 4 ?INH. 


SUMMARY 


PoLYPHENOL-OXIDASE actTiviry oF INH-sensitiveE AND INH-reEsIsTANT 
TUBERCLE BACILLI. 


The authors demonstrate and study a polyphenol-oxidase acti- 
vity in intact and in ground tubercle bacilli and in atypical Myco- 
bacteria. 

Contrarily to INH-sensitive tubercle bacilli INH-resistant t.b. 
do not usually possess any polyphenol-oxidase activity, This 
enzymic difference is as characteristic for these bacteria as the 
difference between their catalase and peroxidase activity. 

The authors describe a simple test for polyphenol-oxidase acti- 
vity which permits to differentiate INH-sensitive from INH-resis- 
tant tubercle bacilli. 
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LE SYNDROME « ACTINOMYCOSE» DES CARNIVORES 


ETUDE DE 100 SOUCHES ISOLEES D’ACTINOMYCOSES 
ET DE PSEUDOACTINOMYCOSES 


par A.-R. PREVOT, L. JOUBERT et P. GORET (*). 


(Institut Pasteur et Ecole Nationale Vétérinaire Lyon) 


Depuis la premiére mise au point du probléme des actinomy- 
coses des carnivores par A. Brion dés 1939 [4, 2], de nombreux 
documents ont été versés au dossier de ces maladies, aux cha- 
pitres de la bactériologie, de la systématique, de la clinique et 
de l’épidémiologie, principalement chez le chat, dans la région 
lyonnaise, terre de prédilection de ces infections. 


L’actinomycose au sens étymologique et classique du terme, 
s’entend d’une infection généralement localisée, étiologiquement 
déterminée par des Actinomycetes, cliniquement caractérisée par 
des suppurations subaigués ou chroniques renfermant des grains 
riziformes a structure rayonnée (du grec actinos : rayon) que 
Ligniéres et Spitz, en 1909, désignent du terme générique d’« acti- 
nophytose ». Or, trois possibilités peuvent se présenter : 


1° L’actinomycose clinique typique est déterminée par un Acti- 
nomyces vrai, dans une parfaite coincidence clinique, étiologique 
et terminologique. 

2° L’actinomycose clinique typique est déterminée par une bac- 
térie n’appartenant pas au genre Actinomyces ; il s’agit alors 
d’une pseudo-actinomycose qui n’admet pas la superposition des 
critéres cliniques et bactériologiques. 


3° Un Actinomyces vrai est responsable d’une infection ne pré- 
sentant pas les critéres cliniques de l’actinomycose : en particulier 
V’absence de grains dans les formes généralisées et nerveuses de 
la maladie ; cette actinomycose étiologique n’admet pas non plus 
la superposition des critéres cliniques et bactériologiques. 


La discordance entre |’étiologie et la clinique s’avére 4 ce point 
fréquente que la grande majorité (95 p. 100 des cas) de nos obser- 
vations d’actinomycoses cliniques (suppurations a grains rizi- 
formes) ne reconnaissent pas un Actinomyces a leur origine. 

Aussi devient-il nécessaire de définir, chez les carnivores, un 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1961. 
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syndrome « actinomycose » (Brion [3]), dont l’étiologie peut étre 
en accord avec le terme (actinomycoses vraies), ou correspondre 
a des bactéries d’une extréme variété, puisqu’elle couvre les trois 
principaux sous-embranchements bactériens : Eubacteria, Myco- 
bacteria et Protozoobacteria. 


DEFINITION 


Le syndrome « actinomycose » chez les carnivores (chien, furet, 
vison et surtout chat) réunit trois symptOmes majeurs 


1° Une tuméfaction fibro-ligneuse de la téte, du cou, des mem- 
bres ou de la queue, percée de fistules génératrices de suppura- 
tions rebelles subaigués ou chroniques, le plus souvent, a pus 
liquide renfermant des grains blanc-jaundtre ou rosés, de la 
taille du grain du pollen a celle du grain de riz, de structure 
rayonnée, pouvant entrainer des métastases viscérales ou céré- 
brales. 


2° Une atteinte ganglionnaire discréte. 


3° Une modification trés progressive de l'état général avec 
tendance a la cachexie. 


Ce syndrome correspond a des maladies infectieuses sporadi- 
ques, non contagieuses, trés difficiles a reproduire par inocu- 
lation. 

Les bactéries responsables sont rarement des Actinomycetaceae 
aérobies ou anaérobies, déterminant les actinomycoses vraies, 
beaucoup plus fréquemment, isolément ou en association, des 
bactéries trés diverses : Eubacteria (Micrococcaceae aérobies et 
anaérobies de la flore de Veillon, Pasteurelleae, Vibrionaceae) 
Mycobacteria (Sphaerophoraceae, Leptotrichia) et Protozoobac- 
teria (Treponemaceae) déterminant des pseudoactinomycoses. 

La découverte concomitante de ces maladies chez l’animai et 
chez homme d’une part, d’autre part l’observation de compli- 
cations médicales ou chirurgicales humaines dues aux mémes 
germes, suggérent de ranger cet ensemble pathologique dans la 
liste des zoonoses potentielles, en l’absence actuelle de toute filia- 
tion épidémiologique certaine. 


HISTORIQUE 


'L’histoire du syndrome « actinomycose » des carnivores cons- 
titue la derniére des quatre étapes qui jalonnent celle des actino- 
phvtoses en général (Ligniéres et Spitz, 1905). 

La premiére étape concerne la découverte des actinomycoses 


LE SYNDROME « ACTINOMYCOSE» DES CARNIVORES 773 


vraies de ’homme et des animaux, surtout les bovins. Succes- 
sivement, les travaux de Bollinger (1877), de Harz (1877), de 
Woilff et Israél (1878-1891) font connaitre les actinomycoses vraies 
de Vhomme et du beeuf. 

La deuxiéme étape, illustrée par Ligniéres et Spitz (1905), sépare 
les actinobacilloses 4 Actinobacillus lignieresi des actinomycoses 
proprement dites. 

Au cours d’une troisiéme étape, Baudet (1934), puis Brion 
(1939), étudient les actinomycoses des carnivores et s’attachent 
en particulier a la description d’Actinobacterium baudeti, prin- 
cipal responsable de l’actinomycose vraie du chien, dont les 
caractéristiques cliniques et anatomiques, notamment dans la 
structure histologique des grains riziformes, différent sensible- 
ment de celles de l’actinomycose des bovins. 

Nous vivons a lheure actuelle une quatriéme étape, au cours 
de laquelle se sont dégagées, chez les carnivores, les pseudo- 
actinomycoses d’une part, et, d’autre part, certaines formes acti- 
nomycosiques vraies, mais ne s’accompagnant pas de suppura- 
tions a grains : formes nerveuses déja signalées antérieurement 
et surtout formes septicémiques généralisées. C’est essentielle- 
ment a l'Institut Pasteur de Paris (A. R. Prévot et coll.) et a 
Ecole Vétérinaire de Lyon (P. Goret et L. Joubert) que s’est 
réalisée lVindividualisation de ces formes étiologiquement aber- 
rantes et que s’est dressé l’inventaire, encore fort incomplet 
sans doute, des espéces bactériennes responsables. En outre, des 
études systématiques et terminologiques ont permis de préciser 
cette nomenclature en grande partie grace 4 la mise au point 
des techniques modernes et des études taxonomiques d’A. R. 
Prévot. Enfin, les antibiogrammes aérobies et anaérobies ont 
apporté une importante contribution a la thérapeutique de ces 
affections. 


EPIDEMIOLOGIE 


Le syndrome « actinomycose » des carnivores parait obéir a 
quelques régles épidémiologiques simples. 

1° Il comprend des infections sporadiques, dont la transmission 
directe, par inoculation accidentelle (piqdres, morsures) ou chirur- 
gicales (complications post-opératoires) parait extrémement limitée. 


2° Ces infections affectent souvent un caractére saisonnier qui 
semble quelquefois infirmer la notion de sporadicité. En effet, les 
batailles entre matous et le cérémonial sexuel de la copulation 
entrainent des morsures et des griffades, responsables de la loca- 
lisation des cas d’actinomycoses félines a certaines périodes de 
lannée. 
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3° La fréquence du syndrome « actinomycose » sous certaines 
formes coincide avec l’espéce animale atteinte et le lieu géogra- 
phique. Ainsi le chat présente des formes cutanées dans la région 
lyonnaise, le chien des actimycoses thoraciques aux Etats-Unis, 
sans que ce complexe épidémiologique ait été expliqué, d’autant 
que cette maladie sévit de préférence certaines années. Ainsi, c’est 
entre 1946 et 1953, que 70 des 100 souches ont été isolées a 
l’Ecole Vétérinaire de Lyon ; depuis, la fréquence de ces affections 
s'est trés amoindrie pour s’annuler en 1958. 

4° Les actinomycoses des carnivores sont, en général, l’apanage 
des sujets adultes, et demeurent rares chez les jeunes. 


CLASSIFICATION 


Une classification étiologique et statistique, avec ses réper- 
cussions thérapeutiques, peut étre proposée grace a |’étude, sur 
quatorze ans, d’une centaine de cas d’actinomycose du chat, du 
chien et du furet enregistrés a l’Ecole Vétérinaire de Lyon et 
valable par conséquent pour cette région de la France seulement 
(tableau I). 


TasLeau I. 


11 Staphylococcus aérobies 


. nN 7 
Eubacteri : \ 9 Streptococcus aérobies a 2s 
banales ) 4 Pasteurella septica je) 5 e 
EUBAC- 25% | a oOo 22 
TERIA \ = Vibrio a es 
o/ os 
45% Flore de ( 2 Staphylococcus anaéro- Oo Bug 
Veillon bies A SS - a] 
- bo 
20 % / 18 Streptococcus anaérobies Bows O's 
4 g a 3 = Oo 
7 Sphaerophorus necro- 5 & s 
Sphaero- phorus A 2 2 
phoraceae 12 Fusiformis fusiformis P os 
5° % 1 Fusiformis nucleatus a ay 
MYCOBAC- o Fuso illus giran ee =e 
ee 3 illus givans | 
55 % | x Actinobacterium baudeti\ Ny 2 1 F 
| ichi Of Beaks 
Actinomy- 1 Leptotrichia ZOE 66 2a58 
| Goraenan 1 Streptomyces galtieri Bos it q 203 
58 | 2 Germes incultivables et \ Une Rag ge 
indéterminables jsar <a88 


PROTOZOOBACTERIA. - En association fuso-tréponémique (avec Fusifor- 
mis et Fusoc.llus) et avec Staphylococcus et Streptococcus (6 observations). 


Cette classification fait apparaitre : 


Oe 2 pe x = 
1° L’éventail trés large des germes responsables, qui couvrent 
les trois sous-embranchements des bactéries pathogénes : Eubac- 
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teria, Mycobacteria, Protozoobacteria, et qui enlévent toute spéci- 
ficité a l’étiologie de la maladie. 


2° La fréquence statistiquement dominante des pseudo-actino- 
mycoses (95 p. 100) sur les actinomycoses vraies (5 p. 100), celles-ci 
antibiorésistantes et iodosensibles, celles-la antibio- et sulfamido- 
sensibles, mais iodorésistantes, sous réserve du choix de l’antibio- 
tique grace 4 un antibiogramme aérobie et anaérobie. 

3° Le partage, a parties égales, entre les Eubacteria (45 p. 100) 
et les Mycobacteria (55 p. 100). 

4° Le pourcentage trés important (70 p. 100) de l’association des 
Sphxrophoracex (Spherophorus necrophorus, Fusiformis, Fuso- 
culus et bactéries de la flore de Veillon), les bactéries les plus 
fréquentes de ce syndrome. 


5° La mise en évidence de quelques cas d’association fuso- 
tréponémique, ot sont impliqués soit Fusiformis ou Fusocillus, soit 
Staphylococcus ou Streptococcus. 


BACTERIOLOGIE 


Sans analyser le détail des caractéristiques bactériologiques [44], 
des germes responsables du syndrome étudié, il convient d’en four- 
nir les informations essentielles, en reprenant point par point les 
diverses espéces signalées dans la classification. 


Souches pures. 


I. — EusBacterRia. 


A. —= STAPHYLOCOCCUS. 


a) Aérobies (11 souches). Les caractéres microscopiques généraux 
sont classiques. Quelquefois, certains amas sont noyés dans une 
gelée peu abondante. 9 souches sont chromogénes (St. aureus), 
2 non pigmentées (St. albus). Toutes les souches sont mannitol 
+ sur milieu de Chapman, gélatinolytiques 4 + 45° C, en présence 
de 20 p. 100 de CO,. Elles coagulent le plasma de lapin et se pig- 
mentent sur le milieu 4 1/300 000 de cristal violet. Une seulement 
est faiblement fibrinolytique sur fibrine d’homme et de lapin. Elles 
possédent une phosphatase active. A 37° C, puis 4° C, 8 souches 
sécretent des hémolysines a la fois a et 6 sur globules rouges de 
lapin et de mouton; le plus souvent, les deux zones d’hémoly- 
se sont larges. Une souche était viridans. Aucune souche n’est 
agglutinée par les sérums de Cowan et Okding, et la sensibilité 
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générale des souches vis-a-vis des bactériophages d’origine 
humaine et saprophytiques est faible ou nulle. Deux _souches 
canines sur 4 sont en revanche sensibles aux bactériophages 
homologues d’origine canine 16 A et 18. 

On ne peut interpréter cet ensemble de caractéres qu’en signalant 
ces souches de staphylocoques comme pathogénes, d’origine ani- 
male, non saprophytiques. Toutefois, il est possible qu’occasion- 
nellement (une fois sur onze) le staphylocoque soit d’origine 
humaine et entre dans le cadre des zoonoses. Par ailleurs, des 


souches saprophyliques peuvent étre également responsables de 
ces affections. 


b) Anaérobies (2 souches). La détermination des caractéres de 
ces souches les signale comme appartenant toutes deux a les- 
péce St. anaerobius. C’est un germe fréquent dans la nature, en 
amas de cocci de 0,5 w de diamétre, Gram positif, anaérobie 
strict, 4 colonies lenticulaires en gélose VF glucosée. Ni gazogéne 
ni réducteur, il trouble le bouillon VF glucosé et se dépose en 
grumeaux, ne liquéfie pas la gélatine, n’attaque pas les protéines 
coagulées, mais légérement le glucose et le galactose. Essen- 
tiellement pyogéne, il ne sécréte ni toxine ni hémolysine. 


B. — Srreprococcus (27 souches). 


a) Aérobies (9 souches). Les souches isolées présentent, dans 
le pus et en culture, des chainettes courtes ou moyennes de 
cing a dix articles. Le groupage de Fuller (technique de la 
goutte suspendue de Lapchine) révéle 4 souches G, 2 souches D, 
2 souches C, une souche B. Ces souches font toutes fermenter 
le lactose et le saccharose. La salicine (sauf les 2 souches C), 
le tréhalose sont généralement attaqués, le sorbitol rarement 
(3 souches), le mannitol et le glycérol exclusivement par les 
2 souches D. Quant au raffinose et a l’inuline, aucune modifi- 
cation n’est enregistrée. La souche B fournit au test de Slavin 
un résultat comparable 4 celui des streptocoques de la mammite 
(Str. mastitidis) : hippurate +, arginine +, esculine O. 

En milieux hostiles, les 2 souches C et les 2 souches D résistent 
a la concentration de 1 p. 1000 de bleu de méthyléne, alors 
que la concentration a 1 p. 10000 n’entrave le développement 
d’aucune souche. 

La bile & 10 p. 100 inhibe toutes les souches, sauf les 
2 souches C et la souche B. Les milieux salés a 6,5 p. 100 NaCl 
ne permettent que la culture des 2 souches D. Ces 2 souches, 
ainsi que 3 souches G et 1 souche C, donnent encore une culture 
a 45° C. La culture a 10° C permet celle des 2 souches D et 


des 2 souches C. En milieu alcalin, 4 pH 9,6, les deux souches C 
et les 2 souches D résistent. 
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Les 4 souches G provoquent une hémolyse a, avec une trés 
large zone d’hématies fixées. Les 2 souches C et la souche B 
sont au contraire f6-hémolytiques. Quant au groupe D, aucune 
hémolyse n’est visible. Enfin, toutes les souches acidifient le lait 
tournesolé, mais celles du groupe D réduisent puis coagulent le 
milieu. 

La virulence de toutes ces souches est élevée pour la souris. 


b) Anaérobies (18 souches). Les dix-huit souches de strepto- 
coques anaérobies stricts, Gram-positifs, A colonies lenticulaires 
sur gélose VF sérum, se répartissent en quatre espéces : 

«) 7 souches de Str. putridus, tres fréquent dans la nature, 
a cocci de 0,8 » de diamétre, non gazogéne, troublant le 
bouillon VF, odeur fétide, pigment noir ; réducteur ; non protéo- 
lytique ; glucose, lévulose et maltose fermentés, dont certaines 
souches, trés rares, provoquent chez le cobaye une gangréne 
putride, parfois mortelle. 

6) 5 souches de Str. lanceolatus, trés rare dans la nature, a 
cocci ovoides effilés aux poles, de 1,3 p de moyenne, gazogénes, 
troublant le bouillon VF avec sédiment glaireux, non protéo- 
lytique, glucose et saccharose fermentés, a pouvoir pathogéne 
expérimental nul. 

y) 4 souches de Sir. evolutus, trés fréquent dans la nature, a 
cocci allongés de 0,8 w de diamétre, aéro-anaérobie par repi- 
quages, non gazogéne, ne troublant pas le bouillon VF, mais 
cultivant en mie de pain, protéolytique, glucose, lévulose, 
maltose, galactose fermentés, pyogéne. 

5) 2 souches de Str. micros, fréquent dans la nature, 4 cocci 
trés fins de 0,2 4 0,4 uw, en longues chainettes, non gazogéne, 
troublant le bouillon VF, non protéolytique, glucose, lévulose, 
maltose, galactose et saccharose fermentés, pyogéne, sans toxine 
ni hémolysine. 


C. — PastTEURELLA SEPTICA (4 souches). 


Trés fréquent chez les animaux, les quatre souches isolées 
présentent des caractéristiques normales : bactérie Gram- 
négative, non hémolytique, donnant des colonies en gouttes de 
rosée sur gélose et un trouble faible en bouillon, ne cultivant 
pas sur pomme de terre et eau de levure normalement acides. 
Trois caractéres positifs méritent une mention spéciale 


a) Coloré dans les « grains » du pus, le germe est allongé, 
filamenteux (4 a 8 w) granuleux ; 
b) Il se présente spontanément sous forme R ; 


c) Sa virulence sur souris et cobaye est nulle (une souche), 
ou faible (DL,, 10* 4 10%°). 
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D. — Visrio (1 souche). 


La souche, restée indéterminée, n’a pu étre identifiée avec 
précision car la culture, malgré de nombreux essals, n’a pu 
étre définitivement isolée, mais seulement enrichie en atmos- 
phere de 10 p. 100 CO, sur milieu au thioglycolate de sodium, 
grace a la technique de Chevé et Gauthier sur bougie L,. Le 
bacille, Gram-négatif, curviligne ou légérement spiralé, ne 
paraissait pas pathogéne pour le cobaye et le chat en inocu- 
lation sous-cutanée (fig. 1). 


Fic. 1. — A gauche, la figure montre les quatre silhouettes de Vibrio : en l, 
forme bacillaire a peine incurvée ; en 2, bacille curviligne ; en 3, aspects trés 
particuliers « en vol d’oiseau »; en 4, forme spiralée. — A dfoite, la figure 


montre les trois silhouettes caractéristiques de F. nucleatus (coloration de Gram) ; 
], fuseau sans appareil nucléaire ; 2, fuseau avec noyau ; 3, sphéroide de petite taille. 


II. — MycosactTerIa. 


1° Sphxrophoracee. 


A. — SpH©ropnorus NECROPHORUS (7 Souches). 


_ Batonnet monomorphe dans le pus, le germe est un bacille 
immobile, effilé, Gram-négatif, présentant rarement des filaments. 
En culture, gazogéne et putride, il présente au contraire un poly- 
morphisme caractéristique (filaments allongés, renflés, ramifiés 
avec sphéroides volumineux). Anaérobie strict, ses colonies sont 
lenticulaires. Non  protéolytique, légérement hémolytique, il 
attaque : glucose, lévulose, maltose, lactose, saccharose, galac- 
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tose, arabinose, mannose, xylose et sorbose. Produisant une 
exotoxine, une endotoxine et une hémolysine, il se montre 
réguliérement et rapidement pathogéne pour le cobaye, qu’il tue 
en vingt-quatre ou soixante heures. 


B. — Fusirormis Fusirormis (12 souches). 


Trés fréquent chez ’homme, rare chez l’animal, le germe est 
anaérobie strict et se présente en fuseaux immobiles, a peine 
colorables en rose granuleux par le Gram. Ses cultures sont 
sérophiles obligatoires a l’isolement et pendant plusieurs sub- 
cultures. Les colonies en gélose sont lenticulaires ; les cultures 
en bouillon sont gazogénes, floconneuses et fétides. Non protéo- 
lytique, il attaque glucose, lactose, maltose et mannitol. L’ino- 
culation de cultures pures au cobaye et au chat ne provoque en 
général pas de lésion (fig. 2). 


C, — FusirorMis NUCLEATUS var. oOcHRACEUS (1 souche). 


Isolé assez rarement d’actinomycoses cervico-faciales ou maxil- 
laires, plus rarement de suppurations pulmonaires ou abdomi- 
nales chez homme, I’. nucleatus se présente sous trois aspects 
différents : fuseau simple, fuseau nucléé et sphéroide de petite 
taille, Gram-négatifs et difficilement colorables. Anaérobie strict, 
sérophile, ses cultures, ni gazogénes, ni odorantes, apparaissent 
en gélose sous forme de lentilles irréguliérement constellées ou 
ouatées. En bouillon, il trouble uniformément le milieu, puis 
dépose un sédiment grumeleux. 

La variété ochraceus se distingue par un pigment ocre des 
colonies en gélose. 

Non protéolytique, le germe attaque énergiquement, mais sans 
gaz, glucose, lévulose, saccharose, lactose, galactose. Son pouvoir 
pathogéne est nul sur cobaye, souris et chat [9, 43]. 


D. — Fusocitius cirans (30 souches). 


La fréquence de cette bactérie dans les suppurations pseudo- 
actinomycosiques du chat nous avait incités, dés 1951, a isoler 
de ce syndrome une véritable « fusocillose féline », car le germe 
n’avait été que trés rarement isolé antérieurement d’entérocolites 
humaines. 

Bacille fusiforme de 2 » sur 0,5 up, effilé aux deux bouts, 
granuleux et mal colorable en rose, délavé par le Gram, le 
germe présente une mobilité curieuse : une rotation et une cul- 
bute sur lui-méme. Ses colonies, souvent sérophiles 4 l’isolement, 
sont lenticulaires, gazogénes, d’odeur fétide et acre. Le trouble 
en bouillon est abondant. Non protéolytique, trés glucidolytique, 
le germe présente deux types fermentaires principaux : butyro- 


780 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ou valériano-propiono-lactique d’une part, formo- ou acéto- 


butyro-lactique d’autre part. 
Le pouvoir pathogéne expérimental chez le cobaye et le chat 


est souvent nul {8, 40, 42}. 


Fic. 2. — 1: Association de Fusiformis fusiformis et de Staphylococcus aureus. 

Présence de germes « fantémes ». 2 et 3 : Association de Staphylococcus anaerobius 

avec Fusocillus girans (2) et avec Sphaerophorus necrophorus (3). 4 : Association 

de Streptococcus micros et de tréponémes. Présence d'un polynucléaire en voie 
de nécrose. 


2° Actinomycetacee. 


A. — AcriINoBACTERIUM BAUDETI (1 souche). 


Responsable de l’actinomycose canine vraie, ce germe est 
rarement isolé. Ses bAétonnets Gram-positifs, immobiles, sont 
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trés ramifiés, renflés en massues. Anaérobie strict et sérophile 
a Visolement, le germe devient microaérophile et perd sa séro- 
philie par repiquages. Ses cultures lenticulaires ou pyramidales 
en gélose, en grumeaux, sans trouble du milieu en bouillon, sont 
peu ou pas gazogénes et inodores. 


Ni protéolytique, ni hémolytique, la bactérie attaque glucose, 
maltose, saccharose, lévulose et galactose. 


Le germe est pyogéne local, surtout additionné de mucine, 
chez le cobaye, le lapin et le chien, mais son inoculation ne 
reproduit pas les suppurations riziformes spontanées. 


B. — Leprorricuia (1 souche). 


Non identifiée avec précision, la bactérie apparait sous forme 
de streptobacilles immobiles de quatre a cing éléments en 
moyenne, de 3 x 0,8 pu, Gram-négatifs, avec des granulations 
violettes. Quelquefois, des filaments plus longs (8 a 10 u) non 
ramifiés, a terminaisons renflées, ovoides, sont constatés dans 
le pus. 


Aérobie strict et sérophile 4 Visolement, le germe devient par 
repiquages microaérophile et perd sa sérophilie obligatoire. Les 
colonies en gélose, peu gazogénes, malodorantes, sont ovalaires 
légérement floconneuses, et le germe trouble le bouillon, puis 
donne, en quatre a4 cing jours, un dépot granuleux. 


Le pouvoir pathogéne sur le cobaye et le chat est nul. 


C. — STREPTOMYCES GALTIERI (1 souche). 


Isolée et dénommée pour la premiére fois 4 Lyon, puis retrouvée 
4 Toulouse, la bactérie se présente ¢omme de longs filaments 
ramifiés, Gram-positifs avec des formes en X, L ou Y. Sans 
spores latérales pédiculées, le germe condense son mycélium 
en endospores, qui constituent l’efflorescence des cultures. Les 
filaments aériens se disposent en vrilles sinistrorses et se frag- 
mentent en arthrospores rondes ou bacilliformes, puis en conidies. 
Les cultures, aérobies, sont favorisées par 10 p. 100 CO,. Les 
colonies sur gélose sont, aprés quatre jours, d’un blanc platre 
et écailleuses, puis s’ombiliquent et brunissent en vieillissant. 
Elles se dissocient assez rapidement en colonies R et S. En 
bouillon, le germe ne trouble pas le milieu, mais cultive en voile 
épais et solide. 


Ni glucidolytique, ni nettement protidolytique, le germe sous 
forme S est trés pathogéne pour le cobaye et le lapin (septi- 
cémie et péritonite en quatre a huit jours), mais non pour le 
chien [4, 5, 6, 7, 45] (fig. 3, 4, 5). 
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D. — Germes incuttivis (2 observations completes). 


A plusieurs reprises, deux fois certainement et dans de bonnes 
conditions, des formes bactériennes diversement associées ont 
été décelées dans des suppurations félines 4 grains. 


Fic. 3. — 7 : Grain actinomycosique vrai du chien 4 Actinobacterium baudeti. 

8, 9 10 : Divers aspects d’association avec Leptotrichia. Présence du germe incul- 

tivable (8) en association avec Pasteurella septica dans laquelle les deux polynucléaires 
sont indemnes (9) ; association avec Streptococcus evoluius (10). 


Le plus souvent, des filaments trés allongés et flexueux, Gram 
positifs (200 et 400 yu), débordant nettement du champ micro- 
scopique, constituent des axes enchevétrés, aux marges des- 
quels s’ordonnent des formations coccoides ou bacillaires Gram- 
positives ou négatives. Quelquefois, le feutrage mycélien est tel 
que le détail est effacé, surtout dans des renflements massués 
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compacts et de grande 
taille. En dépit de 
précautions extrémes 
(inoculations directes 
a une série d’animaux 
de pus fraichement 
recueilli, avec ou sans 
mucine, avec ou sans 
corps étranger, essais 
de culture en présence 
de milieux trés riches 
au sérum, a l’ascite, 
a loeuf, 4 la cystéine, 
en ceuf embryonné) 
aucune culture ni 
aucun pouvoir patho- 
gene n’a pu_ étre 
révélé. 

Le germe, ou l’as- 
sociation de germes, 
ne purent étre iden- 
tifiés, mais  seule- 
ment photomicrogra- 


phiés (1) [fig. 6). 


(1) Ce germe a été 
rencontré plusieurs fois 
par l’un d’entre nous 
dans des dacryocystites 
et canaliculites humai- 
nes, d’ot il n’a pu étre 
cultivé. Il rappelle le 
germe nommé 4 tort 
Streptothriz foersteri (le 
terme générique Strep- 
tothriz, n’ayant jamais 
été défini exactement, 
est tombé en désué- 
tude). Il est possible 
que ce soit une forme 
anaérobie incultivable 
de Micromonospora. 


Fic. 4. — Culture anaéro- 

bie en gélose et dissocia- 

tion R—S de Streptomyces 
galtieri. 
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III. — Prorozoopacteria (6 observations). 


Enfin, des éléments tréponémiques, a spires larges ou serrées, 
ont été tres difficilement colorés dans des pus de chats ou de chiens, 
le plus souvent en association avec Fusiformis ou Fusocillus, 
quelquefois avec Staphylococcus et Streptococcus. 

Leur aspect microscopique évoque les associations du méme 
type rencontrées chez l’homme dans l’angine de Vincent. Malgré 


> 


Fic. 5. — Culture anaérobie en bouillon aprés inclinaison des tubes et dissociation 


R—S de Streptomyces galtieri. 


de grandes précautions, (culture en milieu riche semi-liquide de 
Vinzent) ces Protozoobacteria n’ont pu étre ni isolées, ni iden- 
tifiées. 


Associations bactériennes. 


Aisi que Villustrent les photomicrographies, les associations 
les plus diversement nuancées réunissent, dans les grains du pus, 
des bactéries aérobies et anaérobies Gram positives ou Gram 
négatives, cultivables ou non, banales ou quasi spécifiques, appar- 
tenant soit aux Eubacteria, soit aux Mycobacteria, soit aux Pro- 
tozoobacteria. 
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La thérapeutique double, d’une part iodée, d’autre part sul- 
famidée et antibiotique, sépare artificiellement, dans certains 
cas, les diverses espéces microbiennes associées. Ainsi, la thé- 
rapeutique iodée fait disparaitre trés précocement les germes 


Fic. 6. — 11, 12, 13, 14 : Divers aspects du germe incultivable. Echevaux alignés 
sur des filaments axiaux de bacilles (11, 12) et de coccus (13, 14). Enormes 
feutrages renflés en massues (1] et 12). 


filamenteux souvent Gram positifs et remplace les grains volumi- 
neux et consistants par des grains plus petits et plus mous, 
constitués en général par des bacilles en fuseaux Gram négatifs, 
dont ont finalement raison les sulfamides et les antibiotiques 


(voir photomicrographies, fig. 6). 
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SyMpTOMES. 


Le syndrome « actinomycose » des carnivores revét trés géné- 
ralement l’apparence d’une suppuration subaigué ou chronique, 
dont les caractéristiques différent selon le siége des lésions. Par 
ordre de fréquence, il possible de décrire essentiellement cing 
formes cliniques particuliéres. 


1° Forme cutanée, observée dans 95 p. 100 de cas environ. 
Elle consiste en une tuméfaction fibroligneuse des parties du corps 
les plus exposées aux traumatismes, aux morsures, aux griffades : 
téte, nuque, cou, paroi costale, membres, base de la queue. Percée 


Fic. 7. — _ Association fuso-tréponé- 
mique a Fusobacillus girans. Poly- 
nucléaires & peine nécrosés. 


de fistules, drainant des logettes purulentes s’étendant’ en profon- 
deur, la tumeur donne issue a un pus, dont le véhicule plus ou 
moins liquide renferme des grains blancs, jaundtres ou rosés, de 
la taille d’un grain de pollen a celle d’un grain de riz. 

La suppuration est persistante et des ulcéres se forment a 
Vorifice des fistules, dont certaines se tarissent alors que d’autres 
s’ouvrent. ‘La peau est dépilée, tendue, lisse, chaude. 

Les ganglions lymphatiques drainant la région sont peu ou pas 
tuméfiés et ne s’abcédent jamais. 

L’état général est rarement troublé, Vappétit conservé et la 
température normale. Toutefois, la persistance et l’extension de 
la lésion, pendant des mois, peuvent entrainer une cachexie pro- 
gressive 4 long terme, surtout par surinfection des plaies préexis- 
tantes, 


2° Forme séreuse. — Beaucoup plus rare, thoracique, ou abdo- 
minale, elle apparait comme une pleurésie ou une péritonite 
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chronique, a bas bruit, donnant A la thoracentése ou a la para- 
centése un liquide louche, grisatre, cailleboté, contenant des 
grains blane-jaunatre 4 la maniére d’un bouillon de semoule 
clair. 


Les signes fonctionnels sont discrets et les signes généraux peu 
umportants. Aprés plusieurs semaines, la maladie devient cachec- 
tisante et entraine la mort. 


3° Forme osseuse. — Elle accompagne trés généralement une 
actinomycose cervico-faciale, dont elle est la cause ou la consé- 
quence, notamment lors de caries dentaires chez les animaux 
agés. La tuméfaction osseuse est chaude, assez douloureuse, puis 
se fistulise en donnant issue a un pus grisatre et sanguinolent, 
d’odeur repoussante, contenant des grains généralement rosés. 
La peau est dépilée et le sondage des fistules laisse entendre un 
bruit de crépitation. 


4° Forme nerveuse. — Actinomycose fermée, non caractéris- 
tique, elle se traduit par des signes de méningo-encéphalite rapi- 
dement mortelle. Le pus a grains caractéristiques est contenu 
dans les ventricules latéraux et constitue une trouvaille d’autopsie. 


5° Forme septicémique. — Non caractéristique par son évolu- 
tion rapidement mortelle et l’absence de suppuration caractéris- 
tique, cette infection, une seule fois constatée, ne livre le secret 
de son étiologie qu’a l’autopsie. 


LisIons. 


La lésion macrocospique fondamentale est le pus. 

Le plus souvent peu abondant, il ne présente ses caractéres 
spécifiques qu’aprés massage des trajets fistuleux sinueux, car 
les premiéres gouttes de la sécrétion sont en général modifiées 
par des surinfections exogénes. 

Le pus contenu dans les fistules est différent selon la nature 
du tissu dans lequel s’est creusée la lésion : jaundtre ou rougeatre 
pour le tissu conjonctif sous-cutané, grisdtre pour le tissu osseux. 
Souvent, le liquide est assez fluide et les grains peu abondants. 
De la grosseur d’une téte d’épingle, les grains sont sphériques 
ou ovoides, blanchatres, jaundatres ou rosés, jamais calcifiés, trés 
dépressibles lorsqu’ils sont écrasés entre lame et lamelle. 


Microscopiquement, le liquide purulent est pauvre en fibrine 
et en leucocytes, souvent non nécrosés et parfaitement colorables. 
Les grains, a l’examen direct ou aprés colorations simples ou 
doubles, sont constitués d’un feutrage mycélien, dont les éléments 
associés sont diversement enchevétrés. La disposition radiée, 
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nette dans l’actinomycose vraie 4 A. baudeti, est, en revanche, peu 
apparente ou franchement absente dans les pseudo-actinomycoses, 
surtout si le grain est trop énergiquement écrasé pour examen. 
La réaction tissulaire périfistuleuse est celle des bourgeons char- 
nus, mais avec, a coté des polynucléaires, de nombreux éléments 
mononucléés. Elle ne présente jamais la disposition pseudo-tuber- 
culeuse « en marguerite » de massues acidophiles, colorables en 
rouge par le Ziehl, classique dans Jes lésions d’actinomycose 
bovine. 
DiacnosTICc. 


Le diagnostic épidémiologique n’est d’aucun secours pour ces 
infections sporadiques, dont il convient toutefois de signaler les 
évolutions pseudo-enzootiques, certaines saisons ou certaines 
années. Des enquétes seraient nécessaires pour élucider le 
mécanisme des transmissions supposées a lhomme, afin de 
les ranger dans le groupe des zoonoses potentielles éventuelles. 


Le diagnostic anatomo-clinique est fondé sur les caractéres du 
pus dans les lésions ouvertes ou aprés ponction et sondage des 
fistules et des cavités infectées. 


Le diagnostic expérimental réclame successivement 


a) La bactérioscopie d’un grain isolé au fil droit de platine, 
écrasé sur lame et coloré par le Gram. En général, diverses 
associations bactériennes & germes Gram positifs et négatifs et 
a spirochétes sont mises en évidence et orientent le diagnostic 
ultérieur. L’absence de bacille tuberculeux est démontrée aprés 


une coloration de Ziehl de contrdle. 

b) La culture en gélose VF glucosée additionnée de 10 p. 100 
de sérum, est toujours indispensable, par épuisement, sur de nom- 
breux tubes, et permet l’isolement, grace au double passage par 
la colonie isolée. La culture en aérobiose sur gélose riche est 


nécessaire pour controle et pour isoler les germes aérobies ou 
aéro-anaérobies d’association. 


c) 'L’établissement de la fiche signalétique minimum assure 
V'identification du germe dans ses propriétés bactériologiques, 
biochimiques et biologiques, en particulier la virulence et la 
toxicité sur animal de laboratoire et sur lespéce d’ou le germe 
a été isolé, en double, avec et sans mucine. 


Le diagnostic thérapeutique, enfin, apporte le plus souvent la 
vérification du diagnostic expérimental a la fois : 


“ in vitro par le test d’antibio- et de sulfamido-sensibilité anaé- 
robies ; 


b) in vivo par le traitement chirurgical et médical (sulfamides, 
antibiotiques, iode) de l’animal malade. 
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ETIOLOGIE. 


Les matiéres virulentes sont inconnues. En effet, d’une part le 
pus microbien ne se montre pas pathogéne, dans la régle, et 
d’autre part, la contagiosité ne parait pas s’effectuer de plaie a 
plaie. ‘Le véritable réservoir de virus, mal connu, parait étre la 
cavité buceale ou les souillures des eriffes des chats. La faible 
résistance des diverses bactéries isolées pose un probléme épi- 
zootologique supplémentaire. 

L’espéce et les conditions locales et générales adjuvantes jouent 
un rdle prééminent dans |’éclosion de ces maladies. En effet, des 
carnivores, c’est le chat surtout qui parait sensible, a la faveur 
de traumatismes (morsures, griffades) chez les animaux deébilités 
(matous épuisés a l’époque du rut). 

Le développement des germes anaérobies est facilité par l’anaé- 
robiose caractéristique des plaies infligées par les dents aigués 
et fines des chats, et aussi par les surinfections, déviatrices de 
la phagocytose, et la mortification de la zone d’attrition. 


PaTHOGENIE. 


Inconnue, elle démontre notre ignorance de la nature intime 
de la virulence. En effet, presque toutes les souches isolées sont 
aviruientes pour l’animal de laboratoire et V’espéce d’ot elles 
ont été isolées. Des artifices divers (mucine, crin de cheval, trau- 
matismes) ne les rendent pathogenes que trés rarement, sans 
cependant reproduire, 4 l’expérimentation, les caractéres fon- 
damentaux de la maladie spontanée. 

Aussi les suppurations 4 grains des carnivores constituent-elles 
un matériel d’étude favorable pour éclairer les aspects des asso- 
ciations symbiotiques de ces germes 4 pouvoir pathogéne intrin- 
séque nul, par rapport aux réactions tissulaires locales et a la 
déficience organique générale. 

Enfin, il n’existe ni immunité post-infectieuse, ni immunité post- 
thérapeutique, puisque la maladie peut réapparaitre plusieurs 
fois chez le méme sujet, sous influence, il est vrai, de germes 
en général différents. Il en est de méme pour le portage de germes 
constitué par de vieilles lésions enkystées, quelquefois revivis- 
centes, ou par la présence des germes dans la cavité buccale. 


PROPHYLAXIE. 


Elle est elle-méme inconnue sous son double aspect médical 
et sanitaire. Tout au plus comprend-elle indication de suppri- 
mer les batailles entre animaux, par la castration ou la séques- 
tration, et de soigner l'état général des sujets déficients. 
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TRAITEMENT. 


Il ne peut s’adresser qu’aux formes cutanées et osseuses, les 
autres étant incurables et mortelles. 


Le traitement chirurgical est avant tout nécessaire pour insti- 
tuer le traitement médical. Le curetage des logettes, le débri- 
dement des fistules, l’expression des abcées, voire l’ablation des 
zones mortifiées, oxygénent la plaie et luttent contre le dévelop- 
pement microbien, tout en rendant le fond des plaies accessible 
au traitement médical. 


Le traitement médical local et général associe, en principe, les 
sulfamides et les antibiotiques ou l’iode, reconnus efficaces sur 
le ou les germes en cause. 


Toutefois, a la difficulté d’exécution des tests d’antibio-sensi- 
bilité anaérobies s’ajoute la longueur de |’isolement des espéces 
bactériennes. 


Aussi une association médicamenteuse générale est-elle recom- 
mandée : 


a) d’une part iodée (sirop d’iodure de potassium du Codex) ; 


b) d’autre part, sulfamidée et antibiotique (fontamide + auréo- 
mycine + oléandomycine), contemporaine de lavages locaux a 
eau iodée ou a la solution de lugol. Le traitement général doit 
étre prolongé aprés la cicatrisation des fistules, en raison du 
caractére rebelle et récidivant du syndrome. 


CONCLUSIONS 


% 


Une étude générale de 100 souches bactériennes isolées de sup- 
purations « a grains » des carnivores, surtout du chat, montre la 
prédominance incontestable des pseudo-actinomycoses (95 p. 100 
des cas) relativement bénignes, antibio- et sulfamidosensibles, 
iodorésistantes, sur les actinomycoses vraies (5 p. 100 des cas), 
graves, rebelles, antibio- et sulfamidorésistantes, iodosensibles. 


‘Les germes en cause quelquefois aérobies banals (staphylo- 
coque, streptocoque, Pasteurella) appartiennent essentiellement a 
la flore de Veillon (staphylocoques et streptocoques anaérobies) 
et aux Sphaerophoracées (Sphaerophorus, Fusiformis, Fusocillus), 


rarement aux Actinomycétes (Actinobacterium, Leptotrichia, Strep- 
tomyces). 


Trés généralement en associations symbiotiques diverses, avec 
ou sans participation des tréponémes, de virulence intrinséque 


LE SYNDROME « ACTINOMYCOSE » DES CARNIVORES 791 


souvent nulle, ils réclament, pour se transmettre, des trauma- 


tismes inoculateurs, en général les morsures et les griffades de 
chat. 


La coincidence épizootologique, surtout en certaines saisons 
et en certaines années, de ce syndrome et d’infections humaines 
bactériologiquement correspondantes, pose le probléme de l’ins- 
cription de ces maladies sur la liste des zoonoses. 


SUMMARY 


THE @ ACTINOMYCOSIS » SYNDROME IN THE CARNIVORA. 


A study of 100 bacterial strains isolated from « grains » pre- 
sent in suppurations in carnivora particularly in cats, shows fhe 
unquestionable prevalence of relatively benign antibio- and sul- 
famido-sensitive, iodo-resistant pseudo-actinomycosis (95 °%, of 
the cases) over pathogenic, refractory, antibio- and sulfamido- 
resistant, 1odo-sensitive real actinomycosis (5 °/, of the cases). 

The responsible agents are sometimes ordinary aerobic germs 
(Staphylococcus, Streptococcus, Pasteurella), and mainly belong 
to Veillon’s flora (Staphylococcus and anaerobic Streptococcus) 
and to the Spherophoraceae, rarely to the Actinomycetes (Acti- 
nobacterium, Leptotrichia, Streptomyces). 


Most frequently they are present in various symbiotic asso- 
clations, with or without the presence of Treponema ; their 
virulence is often nil; their transmission requires traumatisms, 
generally cat bites or scratches. 

The simultaneous occurrence (particularly in certain seasons 
and in certain years) of this syndrome and of human infections 
due to the same germs suggest the appartenance of these diseases 
to the zoonoses. 
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ISOLEMENT ET PURIFICATION DES BACTERIES 
CELLULOLYTIQUES AEROBIES DU SOL 


tl, ISOLEMENT ET DESCRIPTION D’UNE NOUVELLE ESPECE D’ARTHROBACTER 
ASSOCIE AVEC SPOROCYTOPHAGA MYXOCOCCOIDES 


par J. RIVIERE (*) 


(avec la collaboration technique de R. ROUX). 


(Laboratoire de Microbiologie, Institut National Agronomique, 
Paris ; Société d’Etudes et d’Applications Biochimiques, 
Jouy-en-Josas) 


INTRODUCTION 


La technique d’isolement et de purification de Sporocytophaga 
myxococcoides a l’aide du sulfate de kanamycine que nous avons 
mise au point récemment [5] nous a permis de faire une constatation 
intéressante : la présence d’une association qui parait constante 
avec une nouvelle espéce d’Arthrobacter. 


La méthode classique pour purifier les Sporocytophaga consiste 
a utiliser la mobilité particuliére de ces microorganismes, sorte 
de reptation ou « swarming », sur un milieu gélosé a faible concen- 
tration a base de cellulose (Jensen [3]) ou de glucose stérilisé 
par filtration (Stanier [6]). Nous n’avons jamais pu obtenir de 
bons résultats de cette facon, méme aprés de nombreux passages, 
et la souche de collection, Sporocytophaga myxococcoides OMB 
482, s’est avérée, elle aussi, contaminée. Fait curieux, il n’y avait 
qu’un seul contaminant, toujours le méme, facilement isolé sur 
gélose nutritive inclinée ; l’étude de son antibiogramme nous a 
conduit a élaborer une technique simple pour purifier ces bac- 
téries cellulolytiques aérobies {5]. Le but du présent travail est 
de décrire et d’identifier cette bactérie particuliére qui semble 
réguliérement associée a Sporocytophaga myxococcoides. 


(*) Manuscrit recu le 30 mai 1961. 
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MATERIEL ET METHODES 


1° ORIGINE DES SOUCHES. 


Nous avons utilisé cing souches de Sporocytophaga myxococ- 
coldes : 


a) Quatre souches isolées du sol a l'aide du silico-gel (Wino- 
gradsky [8]) et purifiées par passage sur plaque de gélose glu- 
cosée (Stanier [6]), puis identifiées d’aprés les caractéres donnés 
dans le Bergey’s Manual {4). 


b) Une souche de collection, Sporocytophaga myxococcoides 
OMB 482 (1). 


2° PURETE DES SOUCHES. 


La pureté des souches est vérifiée par étalement sur plaque de 
gélose nutritive et ensemencement dans un tube de bouillon nutri- 
tif additionné de 0,5 p. 100 d’extrait de levure (DIFCO) et de 
0,5 p. 100 d’hydrolysat de caséine (Bacto Casamino Acids DIFCO), 
aprés trois jours d’incubation A 28° C. 


3° IDENTIFICATION DES BACTERIES CONTAMINANTES. 


Les colonies apparues sur les plaques et celles provenant de la 
purification de la culture sur bouillon, sont purifiées 4 nouveau 
par passage sur gélose nutritive inclinée, puis ensemencées dans 
les divers milieux d’identification (Wilson et Miles {7}) et iden- 
tifiées d’aprés les caractéres donnés dans la derniére édition du 
Bergey’s Manual {4}. 


ETUDE BACTERIOLOGIOUE DU GERME ASSOCIE 


Toutes les souches contaminantes sont identiques entre elles : 
il s’agit d’un germe qui parait se retrouver constamment associé 
a Sporocytophaga myxococcoides quelle que soit son origine, 
et qu’on ne peut éliminer qu’a l’aide du sulfate de kanamycine 
(10 mg par litre). 


(1) Nous remercions M. H. S. Levinson, Quatermaster Research and 
Engineering Center, Natick, Massachusetts, qui nous a procuré cette 
souche. 


d 
- 
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1° MoRPHOLOGIE MICROSCOPIOQUE. 


Dans les cultures jeunes, les germes se présentent sous forme 
de batonnets de dimensions variables, généralement de 0,5 a 
0,8 sur 1,0 a 4,0 uw, et de formes diverses, droits A incurvés, 
renflés ou non, quelquefois en V (fig. 1 et 2). Ces formes allongées 


Fie.2 1. Cultures d’Arthrobacter consociatus sur gélose nutritive inclinée. Toutes 
les préparations sont colorées par Ja safranine. Culture agée de 12 heures a 28° C. 


Fic. 2. — Culture agée de 18 heures 4 28°C. 


se fragmentent rapidement en batonnets plus courts et en coques 
(fig. 3). Dans les vieilles cultures, les cellules sont toutes coccoi- 
des (fig. 4). 

Ils se colorent facilement par les colorants d’aniline et sont 
Gram variables : Gram positifs dans les trés jeunes cultures 
(moins de douze heures 4 28° C), Gram négatifs ensuite. Ils appa- 
raissent immobiles quand on examine au contraste de phase une 
suspension dans la solution de Ringer d’une culture de dix-huit 
heures 4 28° C sur gélose molle. 
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2° BESOINS NUTRITIFS. 


Les souches se développent bien dans les milieux organiques 
ordinaires : s’il est nécessaire d’avoir des peptones, l’extrait de 
levure ou l’hydrolysat de caséine semblent favoriser leur crois- 
sance. La température d’incubation la plus favorable est d’environ 


3 4 
Fic. 3. — Culture dgée de 24 heures 4 28°C 
Fic. 4. — Culture agée de 48 heures 4 28°C. 


25° a 28° C ; a 37° C, il n’y a presque plus de croissance ; a 15° C 
le temps de latence est trés allongé et la plupart des souches ne 
cultivent pratiquement plus a 10°C. La vitalité de ces germes 
est trés longue : la meilleure conservation est obtenue dans la 
gélose molle a l’extrait de terre (Lochhead {4]) ensemencée par 
piqtre centrale ; on conserve ainsi les cellules vivantes A 15° C 
pendant trente & soixante jours. 


Toutes les souches sont aérobies : aprés vingt-quatre heures, 
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la culture apparait dans la zone d’aérobiose stricte de la gélose 
VF glucosée de Prévot. 
Il y a production abondante de catalase, en bouillon et sur 
gélose. 
3° CARACTERES CULTURAUX. 


Dans le bouillon nutritif ordinaire, il y a une culture moyenne 
en vingt-quatre heures, avec trouble du milieu et un léger dépét. 
L’addition de glucose n’accélére pas la croissance. 

Sur gélose nutritive, la culture est abondante : aprés douze 
heures, les colonies sont rondes, transparentes, bombées, 4 bords 
lisses, de 1 4 3 mm de diamétre, puis elles deviennent muqueuses, 
trés bombées, luisantes, et finissent par couler. Au bout de 
quinze jours apparait une pigmentation rose-orangé. Ces colonies 
s’émulsionnent trés facilement dans l'eau physiologique. Cés 
germes immobiles ensemencés par piqire dans la gélose molle 
ne diffusent pas, mais donnent une culture trés muqueuse en 
surface. 


Sur pomme de terre, on observe une culture abondante, cré- 
meuse, luisante, se pigmentant en rose-orangé au bout de huit 
jours. 


4° METABOLISME GLUCIDIQUE. 


Dans l’eau peptonée au rouge de phénol, il n’y a pas de fer- 
mentation quel que soit le glucide ajouté. Par contre, sur gélose 
inclinée au bleu de bromothymol additionnée de 1 p. 100 de 
glucose, celui-ci est légérement fermenté, mais |’acidification n’est 
pas définitive et disparait aprés quarante-huit heures. 

Sur gélose 4 l’amidon, on observe une zone d’amylolyse aprés 
révélation par l’alcool 4 95° 4 partir du cinquiéme jour d’incu- 
bation. 

Dans le milieu de Clark et Lubs, la réaction au rouge de méthyle 
et la recherche de l’acétyl-méthyl-carbinol sont négatives. 

Sur la gélose au citrate de Simmons il n’y a pas de culture. 


La cellulose n’est pas hydrolysée. 


5° MsrABOLISME AZOTE. 


Le lait tournesolé n’est pas modifié apres quinze jours de 
culture. Il n’y a pas d’indole a partir d'une culture dans l'eau 
peptonée. 

Dans du bouillon nitraté (0,1 p. 100) et cystéiné (0,1 p. 100), 
aprés cing jours, il y a des traces de nitrites décelées par le réactif 
de Griess, mais pas d’hydrogéne sulfuré. 
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L’urée n’est pas hydrolysée dans le milieu de Christensen. 

Ces germes ne peuvent utiliser l’azote minéral (nitrates et sels 
ammoniacaux) pour leur croissance : les peptones sont indispen- 
sables. ' 

La gélatine n’est pas liquéfiée, quelle que soit la technique 
employée, méme aprés un mois. 


Fic. 5. — Culture de Sporocylophaga myxococcoides sur une bande de papier filtre 
partiellement immergée dans une solution nutritive. Souche non purifiée par le 
sulfate de kanamycine, dgée de 8 jours, cultivée dans une solution minérale. 


Fic. 6. — Souche non purifiée par Je sulfate de kanamycine, Agée de 8 jours, 
cultivée dans une solution organique. 


6° SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. 


Cette étude a été faite sur plaque de gélose par la méthode 
des disques. Les antibiotiques peuvent étre rangés en trois grou- 
pes suivant leur action contre les diverses souches qui sont : 

a) Résistantes vis-a-vis de : novobiocine, polymyzxine, baci- 
tracine, oléandomycine, colimycine. 
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b) Sensibles vis-a-vis de : auréomycine, pénicilline, néomycine, 
spiramycine, chloramphénicol, tétracycline, framycétine, terra- 
mycine. 

c) Trés sensibles vis-a-vis de : carbomycine, érythromycine, 
streptomycine, kanamycine. 


DISCUSSION 


La bactérie que nous ve- 
nons de présenter appar- 
tient au genre Arthrobacter 
dont elle posséde les prin- 
cipales _ caractéristiques 
habitat, morphologie, ca- 
ractéres culturaux, aéro- 
biose, production de ni- 
trites, faible action glucido- 
lytique. Cependant, il s’agit 
d’une espéce différente de 
celles décrites jusqu’ici ; 
en particulier elle est net- 
tement distincte d’Arthro- 
bacter aurescens: la pig- 
mentation est tardive, il 
ny a pas de production 
d’hydrogéne sulfuré, elle 
n’utilise pas l’azote minéral 
(nitrates ou sels ammonia- 


; : Fic. 7. — Souche purifiée par le sulfate de 
caux), mi les citrates. On kanamycine, Agée de 8 jours, cultivée 
en fera une espeéce nouvelle dans une solution organique. 


pour laquelle le nom d’Ar- 

trobacter consociatus pour- ; 

rait convenir. Elle semble réguliérement associée avec Sporocyto- 
phaga myxococcoides et sa culture muqueuse ne peut étre séparée 
de la gelée cytophagienne au cours des purifications successives ; 
seule sa sensibilité au sulfate de kanamycine [5] permet de 1’éli- 
miner aprés plusieurs passages et d’obtenir des cultures pures 
de Sporocytophaga myxococcoides. En général, cette derniére 
bactérie se cultive dans un milieu minéral contenant de la cellu- 
lose : en fin de culture, il y a une faible croissance d’Arthro- 
bacter consociatus, probablement aux dépens de l’azote orga- 
nique résultant de l’autolyse des vieilles cellules de Sporocyto- 
phaga myzxococcoides et du glucose provenant de l’hydrolyse 
de la cellulose (Fahreus {2]). Mais les formes coccoides simulent 
des microcystes et peuvent passer inapercues (fig. 5). 
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Si le milieu contient des substances organiques (peptones, 
extraits de levure, hydrolysat de caséine) les Arthrobacter sont 
beaucoup plus nombreux (fig. 6). Aprés purification par le sulfate 
de kanamycine dans les milieux organiques en fin de culture, on 
voit apparaitre des microcystes en petit nombre, un peu plus 
volumineux que les coccoides précédemment observés (fig. 7). 


RESUME 


Une bactérie réguliérement associée avee Sporocytophaga myxo- 
coccoides a été isolée au cours de la purification de plusieurs 
souches de cette derniére espéce d’origine différente. Cette bac- 
térie ne peut étre éliminée qu’a l’aide du sulfate de kanamycine. 
L’étude des caractéres culturaux et biochimiques oriente le dia- 
gnostic vers le genre Arthrobacter et oblige a créer une espéce 
nouvelle que l’on propose de nommer -\rthrobacter consociatus : 
on en donne ici une étude détaillée. 


SUMMARY 


ISOLATION AND PRECIPITATION OF CELLULOLYTIC AEROBIC SOIL BACTERIA. 


II. IsoLaATION AND DESCRIPTION OF A NEW Arthrobacter SPECIES 
ASSOCIATED WITH Sporocytophaga myxococcoides. 


In the course of purification of several strains of Sporocytophaga 
myxococcoides from various origins, a bacterium regularly associa- 
ted with Sp. myxococcoides was isolated. This bacterium can 
only be eliminated by means of kanamycin sulfate. Its biological 
and cultural properties suggest that it belongs to the genus Arthro- 
bacter ; a new species should be created for which the author sug- 
gests the name of Arthrobacter consociatus. The properties of 
this new species are described in detail. 
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SUR L’APPRECIATION AU LABORATOIRE 
DE L’ETAT BIOLOGIQUE DES SOLS (*) 


par Z. VOJINOVIC (**), J. POCHON et P. TARDIEUX. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Apprécier l'état biologique d’un sol est une question d’une 
importance majeure, car cet état conditionne en partie la fertilité 
actuelle, la vocation et l’évolution, plus ou moins accélérée, de 
ce sol. 

Mais cette appréciation pose un probléme extrémement complexe, 
comportant d’ailleurs des aspects différents, ayant chacun leur 
méthodologie propre. 

Il est un premier aspect, purement pédologique, ot la phy- 
sique et la chimie ont un réle majeur : elles déterminent la struc- 
ture du sol et la nature du type humique ; or, on sait que l’une 
et Vautre sont trés largement dépendantes de lactivité biolo- 
gique. Il s’agit d’un aspect essentiellement statique du probleme, 
et d’une voie d’étude fort indirecte de l’état biologique du sol. 

Le deuxiéme aspect est plus proprement microbiologique 
dans le cas précédent on se contentait d’analyser le résultat de 
lactivité de la microflore sur la matiére organique et minérale 
du sol, dans les conditions naturelles, et sans chercher 4 analyser 
les processus. Ici, au contraire, c’est la nature méme de la micro- 
flore et les modalités de son activité qui sont étudiées, aspect 
dynamique du probléme et voie d’abord expérimentale directe de 
l’état biologique. Ce second aspect est infiniment plus intéressant 
pour l’agrobiologiste et le forestier, car c’est lui qui renseignera 
le mieux sur |’évolution probable du sol, sur l’action des prati- 
ques culturales ou forestiéres en cours, sur leurs dangers éven- 
tuels ; c’est lui qui pourra guider dans le choix des méthodes 
d’amélioration ou de conservation du sol a mettre en ceuvre. 
Tel est l’aspect du probléme que nous envisageons dans ce travail. 
(Un point particulier du premier aspect a déja été précisé dans 
ce laboratoire, Pochon [41)). 

Au point de vue méthodologique, le biologiste a, a sa dispo- 


(*) Manuscrit recu le 19 juin 1961. 
(#*) Ingénieur agronome et Docteur en agronomie de 1’Institut de la 
Recherche de Sols, Belgrade. Boursier de 1’UNESCO. 
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sition, deux grands groupes de techniques. D’une part, analyse 
microbiologique de la microflore, de la mycoflore et de la fau- 
nule du sol ; la premiére est la plus couramment pratiquée : elle 
détermine quantitativement la microflore totale et les bactéries 
des divers groupements physiologiques ; pour ces derniers, elle 
donne de plus une idée de leur activité (Pochon [9]), ou encore 
la répartition de certaines espéces en particulier des Bacillus 
(Michoustine [7]). D’autre part, détermination de l’activité bio- 
logique globale jugée d’aprés divers tests : respirométrie (absorp- 
tion de O, ou dégagement de CO,), minéralisation de la matiére 
organique et en particulier de l’azote, activité enzymatique, ou 
fermentaire ; pour ces divers tests, l’échantillon de sol est mis. 
_ au laboratoire, dans des conditions bien précises. 


Chacune de ces méthodes donne évidemment son propre résul- 
tat; du trés petit nombre de travaux d’ensemble de chercheurs 
ayant utilisé plusieurs méthodes sur le méme échantillon de sol, 
(Dommergues {4] et Moureaux [{8]) il apparait cependant des 
différences importantes sur l’appréciation portée sur cet échan- 
tillon selon la méthode utilisée. Elles n’ont done pas toutes la 
méme signification et l’interprétation est délicate. 


C’est plus particulierement ce probleme que nous nous sommes 
proposé d’étudier. Nous avons done choisi trois types de sol bien 
différents : un Mull forestier, un Mor et une terre de grande 
culture. Sur ces trois échantillons, nous avons étudié la micro- 
flore totale et les groupements microbiens physiologiques, le 
dégagement de CO, et la minéralisation de l’azote pendant un 
séjour d’un mois a 28°; l’activité saccharase et le test de fer- 
mentation du glucose. Pour mieux analyser les mécanismes 
d’action nous avons enfin suivi, aprés quinze et trente jours, 
lévolution de la microflore au cours de l’épreuve de minérali- 
sation. 


TECHNIQUES 


1° L’analyse microbiologique a été effectuée par la méthode des sus- 
pensions-dilutions de terre en milieu liquide, sauf pour la mycoflore 
qui a été dénombrée sur milieu gélosé au rose de Bengale, et pour la 
cellulolyse aérobie qui a été appréciée sur plaque de milieu minéral 
gélosé recouvert d’un papier filtre comme seule source de carbone 
(Pochon [40]). 


Pour tous les autres groupes, comme pour la microflore totale, les 
suspensions-dilutions, suivant les puissances de 10, ont été inoculées a 
raison de 3, 4 ou 5 tubes par dilution des milieux suivants : 


Microflore totale. — Extrait de terre. Lecture aprés huit et quinze 
jours ; présence ou absence de culture. 


ETAT BIOLOGIQUE DES SOLS 803 


Fizateurs aérobies. — Milieu salin sans azote combiné, additionné 
d’un ose et réparti en tubes bien aérés. Lecture aprés huit et quinze 
jours : apparition d’un voile d’Azotobacter. 


Fizateurs anaérobies. — Milieu analogue réparti en tubes peu aérés 
et munis d’une cloche de Durham pour déceler le dégagement gazeux 
qui est le critére de lecture. 


Protéolytiques. — Milieu salin additionné de gélatine comme seule 
source de carbone et d’azote. Lectures échelonnées jusqu’au quinziéme 
jour, liquéfaction de la gélatine. 


Ammonifiants. — Milieu salin additionné d’asparagine comme seule 
source de carbone et d’azote. Lectures échelonnées jusqu’au quinziéme 
jour : présence d’ammoniac décelé par le réactif de Nessler sur une 
partie aliquote prélevée stérilement. 


Nitrificateurs. — Milieu salin additionné de sulfate d’ammonium 
pour les nitreux, de nitrite de sodium pour les nitriques, comme seule 
source d’azote : lecture aprés trois semaines ; nitrites et nitrates décelés 
par diphénylamine., Pour les ferments nitriques, les nitrites restant 
sont éliminés par l’urée en milieu sulfurique. 


Amylolytiques. — Milieu salin additionné d’un peu d’extrait de terre 
et d’amidon soluble comme seule source de carbone. Lectures éche- 
lonnées jusqu’au quinzitme jour, disparition de l’amidon recherchée 
par le réactif iodo-ioduré. 


Cellulolytiques anaérobies. — Milieu salin additionné de cellulose 
broyée et de peptone, réparti en tubes peu aérés et munis d’une cloche 
de Durham. Lecture, aprés huit 4 quinze jours, du dégagement gazeux. 

A partir des différentes lectures, on calcule la dilution moyenne, 
et a lVaide des tables de Mc Grady, le nombre le plus probable de 
germes viables. 


2° La mesure du dégagement de CO, pendant l’incubation est réa- 
lisée simplement en incubant 20 g de l’échantillon, amené a 70 p. 100 
de saturation, dans une grande boite de Petri munie d’une cupule 
contenant un volume mesuré de soude titrée. Le CO, émis est fixé par 
la soude sous forme de carbonate : la cupule est remplacée tous les 
jours et le carbonate titré suivant Charlot et Bézier. On doit main- 
tenir constante l’humidité et tenir compte de la carbonatation de la 
soude au cours des vingt-quatre heures par le CO, de l’atmosphére 
emprisonnée, que donne un témoin. 

Le test d’activité saccharasique est accompli suivant Hoffmann et 
Seegerer [6] et le test d’utilisation du glucose suivant Moureaux [8]. 


3° L’épreuve de minéralisation de l’azote en cours d’incubation a 
été conduite d’aprés la technique de Drouineau et Lefévre [2]. Les 
échantillons, amenés a 60-70 p. 100 de saturation, sont placés dans une 
boite de Petri ouverte, sous une cloche, dans une atmosphére saturée 
de vapeur d’eau. L’aération est assurée en ouvrant la cloche tous les 
jours. On maintient constant le taux d’humidité des échantillons. 

L’azote ammoniacal et l’azote nitrique sont dosés au début aprés 
quinze jours et aprés un mois. 
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L’azote total a été déterminé suivant Kjeldahl, le carbone organique 
par la méthode de Anne pour la terre de jardin et le Mull, la méthode 
de Anne modifiée pour le Mor (Duchaufour [3]), le calcaire au calci- 
métre de Bernard. Enfin le pH en eau a été pris au pH-métre a l’aide 
de l’électrode de verre. 


RESULTATS 


1° CARACTERES DES ECHANTILLONS NON INCUBES. 


L’analyse microbiologique a comporté le recensement de la 
microflore totale, de la microflore fongique, et des groupements 
physiologiques suivants : fixateurs d’azote, protéolytiques, ammo- 
nifiants, nitrificateurs, amylolytiques, cellulolytiques. Les résul- 
tats sont exprimés dans le tableau I et dans la figure 1. 


TasLeau I. 
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Le test d’activité saccharasique et l’indice d’utilisation du glu- 


cose mesurent l’activité zymogéne, dans des conditions déterminées, 

par l’apparition de sucres réducteurs en vingt-quatre heures. 

re tableau II l’exprime en milligrammes de glucose par gramme 
e terre. 


Tasieau II. 
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Les caractéres physico-chimiques principaux sont donnés dans 
le tableau III. 

L’analyse microbiologique, dans l’ensemble, refléte bien l’ori- 
gine des échantillons. Du point de vue de la fertilité attendue, 


TaBLeAv III. 
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elle permet d’attribuer de meilleures qualités a la terre de jardin 
qu’au Mull et au Mull qu’au Mor. 

La terre de jardin posséde, en effet, la microflore totale la plus 
abondante. Le rdle essentiel y est tenu par les bactéries; le pour- 
centage de champignons ainsi que leur masse totale y sont les 
plus faibles, alors que la diversité de genre et d’espeéce est la 
plus grande. Elle posséde seule des Azotobacter et les Clostridium 
y sont plus nombreux que dans le Mull et dans le Mor. 

L’ensemble des autres groupements physiologiques y est plus 
abondamment représenté, spécialement les nitrificateurs. [La cel- 
lulolyse est active a la fois en aérobiose et en anérobiose, et 
accomplie par une grande variété d’agents. On peut done conclure 
a une microflore d’une bonne abondance et bien équilibrée. 


Le Mor présente des caractéres opposés : 
a) Microflore totale relativement pauvre. 


b) Mycoflore la plus abondante et jouant le réle prédominant, 
représentée principalement par des Penicillium. 


c) Absence d’Azotobacter, et rareté des Clostridium. 


d) Absence des ferments nitreux. On trouve, par contre, des 
ferments nitriques. 


e) En ce qui concerne les autres groupements physiologiques, 
protéolytiques, ammonifiants, cellulolytiques y sont peu nombreux, 
et la cellulolyse est presque entiérement ]’ceuvre des champignons. 


Le Mull, enfin, présente des caractéres intermédiaires : 


a) Richesse moyenne de la microflore totale et de la mycoflore, 
le pourcentage de champignons, bien que modeste, étant nette- 
ment plus élevé que dans la terre de jardin. 


b) Absence d’Azotobacter, richesse moyenne en fixateurs anaé- 
robies. 


c) Peu de différence avec la terre de jardin pour les autres fonc- 
tions, excepté l’amylolyse qui parait moins active. 


Les caractéres biologiques sont reliés aux caractéres physico- 
chimiques, au pH en particulier, l’acidité du Mor expliquant clas- 
siquement la prédominance de la mycoflore, l’absence d’Azoto- 
bacter et de ferment nitreux. La présence inattendue de ferments 
nitriques est bien recoupée par le dosage d’azote nitrique, et l’on 
note également une certaine accumulation d’ammoniac. 


On trouve d’autre part, dans la terre de jardin, un pH, des taux 


de carbone et d’azote, un rapport C/N, compatibles avec une intense 
activité bactérienne. 
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Les tests enzymatiques et celui de fermentation du glucose don- 
nent pourtant des indications opposées, l’activité la plus haute 
étant celle du Mor. Cette discordance soulignait l’intérét d’une 
confrontation avec les mesures d’activité globale effectuées en 
suivant, au cours d’une incubation prolongée des échantillons, la 
minéralisation de l’azote et du carbone. 
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2° EvoLUTION DES ECHANTILLONS EN INCUBATION. 


On a suivi dans les séries paralléles : 


a) D’une part le dégagement quotidien de CO, pendant trente 
jours ; il est représenté en courbes cumulatives dans la figure 2. 


b) D’autre part : 1° la minéralisation de l’azote, par dosage de 
l’azote ammoniacal et de l’azote nitrique aprés quinze jours et un 
mois d’incubation ; 2° l’évolution de la microflore dans le méme 
temps. 
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Nous avons également dosé l’azote total et le carbone organique, 
mesuré le pH, V’indice d’utilisation du glucose et la saccharase 
sur les échantillons incubés un mois. Les résultats sont donnés 
dans les tableaux IV et V. 

Il ressort de la figure 2 que le test respirométrique donne des 
indications de méme sens que les tests enzymatiques : si l’on consi- 
dére la valeur absolue de CO, émis comme mesure d’activité, le 
Mor se montre le plus actif des échantillons, précédant de loin 
la terre de jardin et de plus loin encore le Mull. Mais si l’on rap- 
porte cette valeur au poids de carbone organique, les taux de 
minéralisation du carbone s’inscrivent dans l’ordre inverse. 


En ce qui concerne l’azote, le taux de minéralisation le plus 
élevé appartient a la terre de jardin, qui, en un mois, accumule 
le plus de nitrate et une certaine quantité d’ammoniac. La plus 
forte production d’ammoniac est trouvée dans le Mor, dont le 
taux de minéralisation se trouve ainsi plus élevé que celui du 
Mull, ot tout azote minéral aprés un mois est sous forme nitri- 
que. Cependant, on retrouve aussi une production de nitrates 
appréciable méme dans le Mor, bien que l’incubation n’y ait pas 
fait apparaitre de ferments nitreux ; en revanche, les ferments 
nitriques y sont en augmentation. 


Par ailleurs, l’état de la microflore aprés un mois d’incuba- 
tion se révéle assez peu différent de l'état originel. Seuls les 
amylolytiques sont en forte augmentation dans les trois échantil- 
lons. Les protéolytiques le sont seulement dans le Mull et dans 
la terre de jardin. Mais la microflore totale, comme la mycoflore, 
se retrouvent presque au méme niveau. Cela ne signifie pour- 
tant pas que ce niveau se soit maintenu constant pendant toute 
la durée de Vincubation. L’analyse faite aprés quinze jours, 
montre, en effet, une réelle augmentation de la flore ‘totale dans 
tous les échantillons, tandis que la mycoflore s’accroit peu dans 
le Mull et la terre de jardin et pas du tout dans le Mor. 


Le test saccharase et l’index d’utilisation du glucose sont éga- 
lement en légére augmentation dans les échantillons incubés. 


DISCUSSION 


Le fait le plus saillant est la discordance des résultats donnés 
par les différentes méthodes quant a la hiérarchie qu’elles éta- 
blissent pour Vactivité biologique des trois types de sol analysés. 
Il est bien évident qu’en réalité, ces méthodes ne mesurent pas 
la méme chose. Notre expérimentation, et en particulier le fait 
d’avoir suivi l’évolution de la microflore pendant l’incubation, de 
méme que d’avoir des tests enzymatique et fermentaire avant 
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et aprés cette incubation, permettent-ils d’analyser et d’interpréter 
ces discordances ? 

Tout d’abord, si nous considérons les tests d’activité globale : 
saccharase, fermentation du glucose, dégagement de CO,, miné- 
ralisation de l’azote, c’est le Mor qui vient en téte du classement 
(Duchaufour avait déja insisté sur la facile minéralisation de 
Phorizon Ao des Mor (4}). Ceci, tout au moins quand on consi- 
dére la valeur absolue des chiffres trouvés; si l’on établit les 
coefficients de minéralisation, que ce soit de l’azote ou du car- 
bone, le Mor perd ce premier rang. 

On doit donc admettre que c’est la haute teneur du Mor en subs- 
tances organiques aisément fermentescibles et minéralisables qui 
conditionne les valeurs élevées fournies par ces méthodes, bien 
plus que l’activité réelle de la microflore ; celle-ci est « activable » 
dans les conditions déterminées (et artificielles) des mesures, 
alors qu’elle n’était pas « active », in sifu, puisque c’est justement 
ce peu d’activité qui conditionne le Mor avec sa matiére orga- 
nique importante (encore structurée) et son rapport C/N élevé. 

Par contre, cette notion d’activité réduite in sifu est bien mise 
en évidence par l’analyse microbiologique, qu'il s’agisse de la 
microflore totale ou des groupements fonctionnels. 

Considérant toujours les mémes tests d’activité globale, nous 
les voyons fournir des valeurs sensiblement équivalentes quant 
a la saccharase et la fermentation du glucose, qu’il s’agisse du 
Mull ou de la terre de jardin. Les indices de minéralisation, eux, 
donnent des résultats inverses pour ces deux types de sol, la terre 
de jardin venant en téte pour la minéralisation de l’azote et le 
Mull en téte pour celle du carbone. 

L’analyse microbiologique montre une activité importante pour 
les deux (par rapport au Mor) et maximum pour la terre de 
jardin (microflore totale et groupements physiologiques). Ces résul- 
tats ont déja été entrevus par l’un de nous (Duchaufour et Pochon 
(5] et Pochon {414)). 

Considérons maintenant les modifications trouvées en fin d’incu- 
bation. 

Ici, le fait le plus intéressant observé porte sur les modifica- 
tions du rapport C/N et de la teneur en humus. Pour la terre de 
jardin et pour le Mull le rapport C/N baisse de méme que la 
richesse en humus ; c’est l’inverse pour le Mor. Par conséquent, 
les chiffres fournis par les épreuves de minéralisation masquent 
ici des phénoménes totalement différents. Pour la terre de jardin 
et le Mull, il s’agit d’une minéralisation vraie des réserves humi- 
ques ; pour le Mor, d’une minéralisation partielle de la matiére 
organique structurée avec synthése humique. On voit done les 
difficultés d’interprétation des chiffres donnés par les méthodes 
de minéralisation si on les utilise seules. 
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Quant aux tests enzymatique et de fermentation du glucose, 
le premier est pratiquement inchangé et le second nettement aug- 
menté. Ils ne permettent guére une interprétation du phénoméne. 


L’analyse microbiologique, elle, met en évidence deux faits 
la stimulation de la microflore a été trouvée maximum aprés 
quinze jours (sans que les conditions expérimentales nous per- 
mettent de préciser si c’est la, vraiment, le délai optimum) ; de 
plus, cette stimulation porte essentiellement sur la microflore 
bactérienne (le nombre de champignons augmente peu, si bien 
que le rapport bactéries/champignons est beaucoup plus élevé) 
et elle est retrouvée dans tous les groupements physiologiques. 
En ce qui concerne les germes a croissance lente : nitreux et 
nitriques, fixateurs aérobies et anaérobies, cellulolytiques aéro- 
bies, la durée de la période de stimulation est beaucoup plus 
prolongée et persiste au moins jusqu’a la fin du mois d’incu- 
bation ; encore une nuance que seule l’analyse microbiologique 
compléte est capable de donner. Ces faits sont essentiels pour 
la compréhension et Vinterprétation des résultats fournis par 
les tests d’activité globale. C’est ce point qu’il nous reste main- 
tenant a envisager. ; 


En premier lieu, lors de Vincubation, il y a rupture compléte 
de l’équilibre de la microflore : rapport perturbé des bactéries 
et des champignons, rapport perturbé également des divers 
groupes bactériens, puisque leur stimulation s’échelonne dans 
le temps et a une durée variable suivant les groupes. Or, on sait 
les différences de rendement en CO, des bactéries et des cham- 
pignons ; par conséquent, l’épreuve respirométrique est loin de 
donner une image fidéle (uniformément agrandie, si l’on peut 
dire) du métabolisme normal du sol. L’image fournie par l’épreuve 
de minéralisation de l’azote (mesurée par NH, et NO; retrouvés) 
n’est pas plus fidéle, car la quantité de ces deux corps retrouvée 
n’est que la différence entre leur formation et leur réutilisation : 
or, celle-ci peut étre trés élevée dans un sol ov la stimulation 
des bactéries cellulolytiques, par exemple, est importante ; c’est 
justement le cas d’un sol biologiquement trés actif, assez riche 
en matiére organique, pour lequel l’indice de minéralisation de 
N sera paradoxalement trouvé plus bas que pour un sol beaucoup 
plus pauvre et d’activité biologique certainement moindre (Droui- 
neau et Lefévre n’avaient-ils pas noté un indice plus bas pour 


x 


les terres 4 faible teneur en N organique ? [2)). 


On voit done que ces deux méthodes, utilisées seules, donnent 
des chiffres d’une interprétation extrémement délicate et peuvent 
fortement induire en erreur. Elles devraient toujours, a notre 
sens, étre au moins associées 4 un dosage d’humus (peut-étre 
méme sous ses différentes formes) et a celui de N total et de C 
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organique, afin de pouvoir établir les variations du rapport C/N 
et de humus pendant l’épreuve d’incubation (pour les raisons 
évoquées plus haut). 

Le test de fermentation du glucose, qui semble aller de pair avec 
dégagement de CO, et rapport C/N, fait déja vu par Moureaux [8], 
nous apparait comme peut-étre capable de suivre |’évolution d’un 
méme sol ayant subi des facons culturales ou des additions 
d’engrais diverses, mais nous ne pensons pas qu’il ait une valeur 
absolue et qu’il permette, tout au moins a lui seul, de juger des 
' types pédologiquement différents. 

Quant aux tests enzymatiques, ils sont d’abord passibles de 
la méme critique précédente ; de plus, l’expérience a montré 
(Y. Dommergues) qu’un sol biologiquement tué par addition 
massive d’un herbicide toxique peut garder (ou méme acquérir) 
un pouvoir enzymatique trés élevé (lyse bactérienne ?). Ils ne 
sauraient donc donner une image fidéle de l’activité biologique. 

Enfin, il semble bien, d’aprés nos analyses, qu’ils fournissent des 
chiffres souvent en rapport avec la richesse du sol en champi- 
gnons, ce qui ne saurait traduire la valeur biologique d’un sol. 

Il reste donc, en fin de compte, que c’est bien analyse micro- 
biologique, portant sur la microflore bactérienne et fongique, 
ainsi que sur les principaux groupements physiologiques, qui 
permet seule d’apprécier l'état biologique. Associée 4 la mesure 
du pH, du rapport C/N (avec dosage séparé de C et de N, et 
non pas en utilisant un coefficient) et “de humus par une méthode 
simple (celle de Chaminade par exemple) elle permet, a notre 
sens, d’obtenir une image vraiment fidéle de l'état actuel du sol 
et méme, dans une certaine mesure, de prévoir son évolution. 


RESUME 


Le but de ce travail, est de comparer les résultats obtenus, 
avec diverses techniques, dans l’appréciation de l'état biologique 
des sols. Les expériences ont été conduites sur une terre de 
jardin, un Mor et un Mull forestier. Ont été utilisés : l’analyse 
microbiologique (microflore totale et groupements fonctionnels) 
et des tests divers : activité saccharasique, fermentation du glu- 
cose, minéralisation du carbone (dégagement de CO,) et de 
l’azote pendant une incubation d’un mois; l’analyse microbiolo- 
gique a été répétée en cours et en fin d’incubation. 

Il ressort des résultats que l’analyse microbiologique parait 
étre la méthode la plus fine d’appréciation de l’état biologique 
des sols; les coefficients de minéralisation du carbone et de 
l’azote sont d’une interprétation extrémement difficile, tout au 
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moins s’ils sont utilisés seuls ; quant aux tests enzymatiques et 
de fermentation, ils apparaissent comme surtout capables de 
suivre l’évolution d’un sol, plutot que de comparer des sols 
différents. 


SUMMARY 


EVALUATION OF THE BIOLOGICAL STATE OF SOILS 
BY LABORATORY METHODS. 


Comparison of the results obtained by means of various tech- 
niques in the evaluation of the biological state of soils. 


The experiments were carried out with garden soil, a « Mor » 
and a forest « Mull». The following techniques were used : 
microbiological analysis (total microflora and functional grou- 
pings) and various tests : saccharrasic activity, glucose fermenta- 
tion, carbone mineralization (release of CO,) and nitrogen mine- 
ralization during a month’ incubation; the microbiological ana- 
lysis was repeated during and at the end of the incubation. 


The findings show that microbiological analysis seems to be 
the most satisfying method for the evaluation of the biological 
states of soils. The coefficients of carbone and nitrogen minera- 
lization are extremely difficult to interpret, at least when used 
alone. Enzymic and fermentation tests seem to be more appro- 
priate for the evaluation of a given soil, than for a comparison 
of different soils. 
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AVIS 


Le III° Congrés d’Hygiéne et Médecine Préventive se tiendra, 
avec la collaboration de l’Agence Internationale de 1’Energie 
Atomique, du 26 au 30 mai 1962, a Vienne, Autriche. Le sujet 
de ce Congrés sera : « La santé publique et la protection contre 
Virradiation ». 


Pour tous renseignements, s’adresser &: Med.-Rat Dr Ernst 
Musil, Secrétaire général, Wien XV, Mariahilfer Strasse 177, 
Autriche. 


H. P. R. Seeliger. — Listeriosis, 1 vol., 310 p. S. Karger, édit., Bale, 
1961. Prix : 55 Frs suisses. 


Les premiéres éditions de la monographie Listeriosis, publiées en 
langue allemande par H. P. R. Seeliger, se sont révélées une précieuse 
base de travail pour tous ceux qui, dans le domaine de la recherche 
pure ou appliquée, s’intéressent 4 la listériose et & son agent étio- 
logique, Listeria monocytogenes. La nouvelle édition posséde les qua- 
lités des précédentes ; rédigée en anglais, elle est plus facilement 
accessible 4 beaucoup de lecteurs et comporte de nombreux enri- 
chissements. Son plan comprend quatre parties : la bactérie, la 
maladie animale, la maladie humaine, les méthodes bactériologiques 
et sérologiques de diagnostic. Dans ce cadre, les notions classiques 
trouvent place mais aussi 1]’état actuel de questions en cours d’étude 
ou insuffisamment élucidées, comme la lysogénie, les substances res- 
ponsables de la monocytose et la production de toxine ; les données des 
problémes, encore obscurs, sont énoncées et discutées. Parmi ces pro- 
blémes, le mode de conservation et de transmission du germe dans 
la nature commence 4 peine 4a s’éclairer ; seule, la transmission par 
voie diaplacentaire, de la mére au foetus, est nettement établie dans 
une infection aux formes cliniques multiples, signalée sous les cli- 
mats les plus différents, chez l’>homme et des espéces animales trés 
diverses. La symptomatologie complexe ne permet pas le diagnostic ; 
les méthodes du laboratoire sont indispensables ; elles sont décrites 
avec précision, leurs écueils signalés ainsi que leurs limites. 


Seeliger appuie son exposé critique sur sa grande expérience person- 
nelle, sur une bibliographie soignée et maintes observations inédites. 
La présentation typographique est agréable, les figures et photographies 


bien choisies et remarquablement lisibles. 
Dale 
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L’enseignement de la médecine: Bibliographie annotée, 1946-1955, 
Organisation mondiale de la Santé, Geneve, 1961 ; 401 pages. 
Prix : Fr. s. 20, £115 s. ou $ 6,75. (Dépositaire pour la France, 
Librairie Masson, Paris). 
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Organisation mondiale de la Santé : Série de Rapports techniques, 
1961, n° 216, 28 pages. Prix : Fr. s. 1, 1/9, $ 0,30. (Dépositaire 
pour la France, Librairie Masson, Paris). 
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Rapports techniques, 1961, n° 206 ; 28 pages. Prix: Fr. s. 1, 1/9 
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